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La criopreservación tanto de gametos como de embriones ha constituido un 
avance clave en el desarrollo de nuevas estrategias y posibilidades dentro del campo 
de la infertilidad en general. 
Entre 1938 y 1945, se observó por primera vez supervivencia espermática en 
muestras de semen congelado que habían sido almacenadas a temperaturas por 
debajo de -160°C sin ayuda de crioprotector. En 1949, Christopher Polge, Audrey 
Smith, y Alan Parkes, descubrieron casi por error las propiedades crioprotectoras del 
glicerol, estableciendo así el inicio de la congelación lenta (1). El uso de un 
crioprotector junto a temperaturas a niveles criogénicos hace posible que se detengan 
completamente las reacciones tanto químicas como metabólicas de la célula, 
preservando así los componentes biológicos celulares. 
La criopreservación de embriones ha sido ampliamente utilizada casi desde el 
primer nacimiento por fecundación in vitro. El primer nacido vivo mediante 
transferencia de embriones criopreservados data de 1983, convirtiéndose así, en uno 
de los pilares básicos de la embriología clínica (2). 
En términos generales, el principio más importante para la criopreservación de 
ovocitos y embriones humanos consiste en reducir o cancelar los efectos causados por 
la formación de hielo intracelular que puede llegar a dañar las estructuras celulares. 
Por ello, tanto la congelación lenta como la vitrificación, han sido desarrolladas con el 
objetivo de reducir estos daños manteniendo la viabilidad de las muestras. 
Podemos establecer como puntos comunes de ambas técnicas la utilización de 




minimizar la formación de hielo intracelular, evitando las consecuencias asociadas a 
ello. No obstante, en otros aspectos que vamos a ver a continuación, ambas técnicas 
son completamente antagónicas.   
1.1 Congelación lenta. 
En los protocolos de congelación lenta, la muestra es gradualmente expuesta a 
bajas concentraciones de crioprotectores permeables, normalmente glicerol, 1,2-
propanodiol o dimetilsulfóxido (DMSO) en rangos de 1.0-1.5 M para ovocitos, o de 
1.35-1.5 M para embriones. Estos agentes se utilizan solos o combinados en la solución 
crioprotectora. El uso de agentes no permeables como la sacarosa, glucosa o fructosa, 
son aditivos comunes a las mezclas crioprotectoras, con el fin de reducir el daño 
osmótico (3,4).  
La congelación lenta tiene por objeto crear un delicado balance entre varios 
factores implicados como la concentración de los crioprotectores empleados, la 
nucleación de hielo y la velocidad de congelación, con el fin de evitar efectos 
perjudiciales que pueden provocar la muerte de la célula, como por ejemplo la 
formación de hielo, la fractura celular, la toxicidad y el daño osmótico.  
Tanto la toxicidad como el daño osmótico no resultan demasiado preocupantes 
debido a la baja concentración de crioprotectores. Sin embargo, esta baja 
concentración resulta insuficiente para eliminar completamente la aparición de 
cristales de hielo, siendo por tanto necesaria una manipulación adicional para 
minimizar los daños que pueda producir. Con la inducción y control del crecimiento de 




calor liberado con la siembra de hielo, favorece la deshidratación de las células, 
contribuyendo así a minimizar la cantidad de agua atrapada en el citoplasma y por 
tanto reduciendo la probabilidad de formación de hielo intracelular. Además, se 
producirá un incremento en la concentración en el fluido extracelular de iones, 
macromoléculas, crioprotectores y otros solutos. Por otro lado, al aplicar una 
velocidad de enfriamiento extremadamente lenta (0,3°C/min en la mayoría de los 
protocolos), el proceso de intercambio de fluidos extracelulares e intracelulares a 
través de la membrana ocurre de manera muy pausada, disminuyendo 
considerablemente el estrés osmótico. A medida que el proceso continúa, la 
concentración de crioprotector que difunde al citoplasma puede llegar a niveles 
potencialmente nocivos para las células. Además, la elevada concentración de 
crioprotector en sustitución del agua del citoplasma, permite la solidificación en 
estado vítreo, de tal manera que solo se formarán cristales si la célula no se halla 
adecuadamente deshidratada (5).  
 
Así pues, el proceso general de congelación lenta consiste en equilibrar la 
muestra en soluciones crioprotectoras permeables y no permeables a baja 
concentración en el que la muestra es colocada en pajuelas que posteriormente son 
selladas y enfriadas a -6°C mediante un enfriador controlado. Una vez llegan a esta 
temperatura, se provoca la formación de cristales de hielo mediante nucleación 














A partir de aquí, los siguientes pasos del proceso son llevados a cabo 
automáticamente por un sistema de enfriamiento programable. Es importante tener 
en cuenta que existen ligeras variaciones en cuanto a la tasa de enfriamiento 
extremadamente lento, que varían entre 0.3 y 1°C/min. Finalmente, el enfriamiento 
controlado llega hasta los -30°C, momento en el cual las muestras se sumergen en 
Nitrógeno Líquido (NL) hasta alcanzar los -196°C. 
La congelación lenta ha sido la técnica de elección para embriones desde los 
inicios de la criopreservación, siendo aplicada con mínimas modificaciones desde el 
uso del 1,2-propanodiol como agente crioprotector, y ofreciendo resultados altamente 
satisfactorios (10). 
En el caso de la congelación de ovocitos, el primer nacido vivo fue conseguido 
por Chen et.al., en 1986 (11). Desafortunadamente, éste fue un éxito circunstancial, ya 
A)  B)  
Figura 1. Representación de la formación de hielo. Se muestran las moléculas del agua (azul), solutos 
(rojo y verde). A) Distribución aleatoria en estado líquido; B) Desplazamiento de solutos por la 




que desde entonces los resultados ofrecidos con la congelación lenta de ovocitos han 
sido altamente inconsistentes y esporádicos.   
1.2 La vitrificación. 
La vitrificación se define como la transición de las soluciones acuosas de un 
estado líquido a un estado vítreo sólido sin la formación de cristales. Esto se produce 
debido a que con el rápido descenso de la temperatura, la viscosidad de la muestra 









De esta forma, el líquido se torna en un estado sólido, aunque su estructura 
molecular sea la de un líquido extremadamente viscoso (estado vítreo) (12). Este 
aumento extremo de la viscosidad requiere de velocidades de enfriamiento muy 
rápidas y de elevadas concentraciones de crioprotectores, sin necesidad de establecer 
el equilibrio osmótico entre los ambientes intra y extracelular durante el periodo de 
Temperatura Ambiente -196ºC A) B) 
Figura 2. Representación molecular en una solución muy concentrada. Se muestran las 
moléculas del agua (azul), solutos (rojo y verde). A) Distribución aleatoria propia del estado 






enfriamiento de las células. Por consiguiente, la vitrificación presenta numerosas 
ventajas como son la total eliminación de la formación de hielo o la disminución del 
daño causado por el enfriamiento, puesto que atraviesa el rango de temperatura de 
+15°C a 0,5°C a velocidades de enfriamiento muy rápidas evitando así el efecto del frío 
(efecto chilling) (13).  
1.2.1 Fundamentos de la Vitrificación. 
La transición de líquido a la fase no cristalizada llamada estado vítreo, se 
consigue enfriando el líquido que contiene una concentración muy alta de 
crioprotectores a una velocidad extremadamente alta. Una vez el espécimen es 
enfriado por debajo de la temperatura llamada de transición vítrea, la cristalización ya 
no puede ocurrir.  
El primer intento de cuantificar la velocidad de enfriamiento necesaria para 
conseguir la solidificación en estado vítreo fue realizado hace casi 50 años por Turnbull 
et. al. (1969) (14). Un material con una temperatura de transición vítrea y una fase de 
transición próximas, serán relativamente fáciles de vitrificar, así líquidos como 
polialcoholes, con una viscosidad alta previa al súper-enfriamiento serán más fáciles de 
vitrificar. Por tanto, crioprotectores como el etilenglicol (EG) o el DMSO, cumplen con 
estos requisitos, de hecho son los más frecuentemente utilizados para la vitrificación. 
Teóricamente, una pequeña gota (~5nL) de agua pura, enfriará rápidamente 
(107°C/s), y vitrificará a una temperatura de transición vítrea de -140°C (15). Cabe 
destacar, que ninguna célula viva podría sobrellevar una velocidad de descenso de la 




nucleación es más probable en presencia de gotas de mayor volumen y que contengan 
impurezas, en cuyo caso no será necesario aplicar velocidades extremadamente altas 
como con el agua pura. 
La criopreservación exitosa de los ovocitos ha sido posible desde hace 
relativamente poco tiempo. Los principales inconvenientes obedecen a las propias 
características del ovocito como célula. El volumen de los ovocitos humanos es 3 a 4 
veces mayor que el del espermatozoide, por tanto, presentan una ratio volumen-
superficie muy baja, lo que explica la mayor susceptibilidad a la formación de hielo. Sin 
embargo, esta no es la única razón por la cual un ovocito es mucho más sensible a un 
procedimiento de criopreservación que un espermatozoide o un embrión. La 
tendencia de un ovocito a sufrir daños a bajas temperaturas se debe a la extrema 
sensibilidad al frío lo que afecta a diferentes niveles celulares como la zona pelúcida, la 
membrana plasmática, el huso meiótico y el citoesqueleto. El daño ocasionado por el 
frío que experimentan las células entre los +15°C y los -5°C (Chilling injury), ocasiona 
un cambio en la conformación de las glicoproteínas de la zona pelúcida, lo que se 
conoce como “endurecimiento de la zona pelúcida”, además este frío ocasiona una 
alteración irreversible en las lipoproteínas de la membrana (16). Por otra parte, el frío 
ocasiona la despolimerización de la tubulina, proteína que conforma el huso meiótico, 
aunque esta alteración es reversible una vez las células tornan a temperaturas 
fisiológicas (17).  
Cabe resaltar que la vitrificación evita el paso por la franja de temperatura en la 




ocurre bruscamente desde temperatura ambiente hasta -196°C. A pesar de ello, la 
vitrificación de ovocitos también ha planteado serios inconvenientes, ya que, debido a 
la especial arquitectura de esta célula, no ha resultado fácil el logro de la eliminación 
total de cristales de hielo, evidenciado por la escasa e inconsistente supervivencia 
conseguida con los protocolos iniciales en los que solo se conseguía una vitrificación 
parcial del citoplasma.   
En consecuencia, el conocimiento exacto de todas las variables implicadas y de 
los fenómenos que ocurren durante la vitrificación de los ovocitos, ha llevado 
finalmente a la consecución de los protocolos exitosos con los que contamos hoy en 
día. Por contra, estos inconvenientes se minimizan considerablemente en el caso de 
los embriones, ya que al estar compuestos por varias células presentan una ratio área-
volumen bastante mayor que la de los ovocitos. Por este motivo, la vitrificación de 
embriones no ha planteado problemas serios a la hora de su aplicación en la clínica de 
rutina, mejorando los resultados obtenidos con la congelación lenta (18). 
 
1.2.2 Vitrificación y probabilidad de vitrificación. 
La probabilidad de vitrificación depende del delicado balance entre los factores 
que se expresan en la siguiente ecuación (19): 
                           
                                            





Así, incrementando la viscosidad (concentración de crioprotectores) y las tasas 
de enfriamiento y calentamiento (20), a la vez que reduciendo el volumen que 
contiene a las muestras, aumentará la probabilidad de vitrificación (21). Las diferentes 
técnicas y dispositivos de vitrificación disponibles en la actualidad, satisfacen esta 
ecuación en mayor o menor grado. A continuación, analizaremos cada variable de la 
ecuación y su implicación en la probabilidad de éxito tras un procedimiento de 
vitrificación. 
 
1.2.2.1 Tasa de enfriamiento y calentamiento. 
Relacionar las tasas de enfriamiento y calentamiento con la supervivencia 
permite evaluar tanto su importancia como cuantificar el impacto en la formación de 
cristales de hielo intracelular. Un estudio realizado por separado de estos dos factores, 
mostró su efecto en la supervivencia de ovocitos vitrificados (22). En este estudio se 
aplicaron diferentes tasas de enfriamiento y calentamiento utilizando una solución 
crioprotectora altamente concentrada (EAFS 10/10) (23), utilizando como soporte 
pajuelas de 0.25 mL. El hallazgo fundamental de este análisis consistió en demostrar 
que aun aplicando velocidades de enfriamiento muy bajas como 37°C/min o 
187°C/min (Figura 3), se debían aplicar velocidades de calentamiento muy altas, del 
orden de los 3000°C/min, con el fin de mejorar considerablemente la supervivencia. 
Por el contrario, si se aplicaban velocidades de enfriamiento como de calentamiento 
muy bajas por ejemplo ≤1000-2000°C/min, la supervivencia se reducía 







La mayoría de los soportes abiertos de vitrificación, proporcionan tanto altas tasas 
de enfriamiento del orden de los 20000°C/min o más (ya que se pasa directamente de 
temperatura ambiente a -196°C), como tasas de calentamiento elevadas, ya que se 
pasa de -196°C a 37°C directamente (más de 40000°C/min). Lo sistemas cerrados 
disponibles en la actualidad, proporcionan velocidades de enfriamiento más bajas que 
los abiertos. Sin embargo, este hecho pierde cierta relevancia, ya que como han 
demostrado Seki y Mazur (2009), la necesidad de una tasa de calentamiento 
extremadamente elevada pasa a ser el factor crítico para evitar la formación de 
cristales de hielo. Este hecho se puede explicar con el denominado Paradigma de la 
Vitrificación que pone de manifiesto la relación existente entre la tasa de enfriamiento 
y el tamaño de los cristales que pueden formarse en el interior del ovocito (24). Así, 
Figura 3. Supervivencia en ovocitos enfriados a 37°C, 187°C, 522°C y 1827°C/min en función 
de las tasas de calentamientos. (Fuente: The Dominance of Warming Rate Over Cooling Rate 
in the Survival of Mouse Oocytes Subjected to a Vitrification Procedure. Mazur y Seki, 





cuanto más rápido se enfríe la muestra, los cristales que puedan formarse en el 
interior de la célula serán más pequeños, pero cuanto más pequeños sean los cristales, 
mayor será la capacidad de éstos para aumentar de tamaño durante el calentamiento, 
lo que se explica por su alta energía de activación que favorece la aglomeración de los 
mismos. Son justamente los cristales de gran tamaño, los que causan la lisis celular por 
un efecto mecánico sobre las membranas (25). Por tanto, para compensar este 
fenómeno, se hace necesario una alta velocidad de calentamiento para bloquear esta 
recristalización. En consecuencia, pueden suceder 3 diferentes casos en un 
procedimiento de vitrificación en función del tamaño de los cristales intracelulares: 
1. Si se han formado cristales grandes durante el enfriamiento, la supervivencia 
esperada será cercana al 0% tras la desvitrificación, independientemente de la 
tasa de calentamiento. 
2. Si se forman pequeños cristales durante el enfriamiento, y estos cristales son lo 
suficientemente pequeños como para ser inocuos, un calentamiento lento 
podría ser más perjudicial que si fuera rápido, ya que el calentamiento lento da 
más tiempo a la recristalización del hielo. Esta recristalización consistirá en la 
conversión de pequeños cristales de hielo en grandes como resultado de la 
diferencia de energía libre superficial.  
3. Si el agua intracelular se ha vitrificado durante el enfriamiento, será 
desvitrificada en primer lugar cuando la temperatura aumente hasta la 
temperatura de transición del agua, pasando desde un estado vítreo a un 
estado líquido viscoso súper-enfriado. Entonces, a una temperatura 




de los cristales de hielo, y de la tasa de calentamiento, habrá una afectación en 
la supervivencia. Si los cristales son pequeños y la tasa de calentamiento es 
baja, los cristales, por recristalización crecerán siendo letales. Si los cristales son 
pequeños y la tasa de calentamiento es suficientemente rápida, la 
recristalización podría estar bloqueada, conduciendo a la supervivencia de las 
células. Si los cristales en este último caso fueran grandes, la tasa de 
recristalización estaría anulada en gran medida, pero las células habrían sido 
dañadas de forma irreversible, independientemente de cómo sea la tasa de 
calentamiento. 
 
De todo lo anterior, se deduce que para que un procedimiento de vitrificación 
sea exitoso se requiere la aplicación de altas tasas de enfriamiento y de calentamiento. 
Por tanto, cualquier dispositivo para vitrificación debe cumplir adecuadamente con 
estas dos premisas.  
 
1.2.2.2 Viscosidad del crioprotector. 
La viscosidad del medio en el que los embriones/ovocitos están embebidos, o el 
coeficiente de transición vítrea de la solución a bajas temperaturas está definida por la 
concentración y comportamiento de varios crioprotectores y aditivos. Cuanta más alta 
sea la concentración de crioprotectores, más alta será la temperatura de transición 
vítrea (Tg), reduciéndose así la probabilidad de nucleación del hielo y cristalización 
(Figura 4) (12). La tasa de penetración, y Tg es específica para cada crioprotector 




niveles variables de toxicidad. Una estrategia para disminuir la toxicidad específica de 
estos agentes consiste en la combinación de varios crioprotectores y otros aditivos con 
lo que además se incrementa la viscosidad y la Tg en la mezcla crioprotectora (20). Al 
menos uno de esos crioprotectores ha de ser permeable (siendo el EG la opción más 




Otros componentes permeables como el propilénglicol, acetamida, glicerol, y el 
DMSO han sido probados en diferentes combinaciones (26), aunque la más utilizada ha 
sido la de EG y DMSO (27-29). De acuerdo con algunas investigaciones, la 
permeabilidad de la muestra es mayor que de cada componente de forma individual 
(30).  
En cuanto a los crioprotectores no permeables, mono y disacáridos como la 
sacarosa, trealosa, glucosa y galactosa han sido los más utilizados (31-33). Sin 
Figura 4. Probabilidad de nucleación en función de la concentración de 




embargo, la sacarosa es uno de los crioprotectores no permeables que más ha sido 
utilizado acompañado de otro permeable. No obstante, es cada vez más frecuente el 
uso de la trealosa, de hecho, en la mayoría de comparativas de crioprotectores no 
permeables, se ha probado su superioridad respecto al resto. La sacarosa, como otros 
azúcares, no tiene efectos tóxicos a bajas temperaturas, pero podría comprometer la 
supervivencia de los embriones cuando se aplica de forma intensiva para contrarrestar 
la sobrehidratación después de la desvitrificación (34-36). La trealosa en cambio, como 
crioprotector reporta un aumento de la supervivencia tras ser inyectada en los 
ovocitos previamente a la vitrificación, incrementando también la tasa de fecundación 
y de división, siendo además rápidamente eliminada del citoplasma de las células del 
embrión sin afectar a su desarrollo (37). Cabe resaltar, que la trealosa es un disacárido 
empleado de forma natural por varias especies para la supervivencia en temperaturas 
extremadamente bajas, permitiendo la entrada en estados de latencia de años e 
incluso décadas (38-41). 
 
1.2.2.3 Volumen de mezcla crioprotectora que contiene la muestra 
El punto clave que propició el éxito de esta técnica fue la introducción del 
principio de mínimo volumen de vitrificación por A. Arav (42). De acuerdo a la ecuación 
que propuso, cuanto menor sea el volumen que contiene las muestras, mayor será la 
probabilidad de vitrificación. Un mínimo volumen, además de facilitar altas tasas de 
enfriamiento, favorecerá la transferencia de calor durante el calentamiento. Es por ello 




mínimo volumen posible. La forma más adecuada para incrementar la tasa de 
enfriamiento es la inmersión directa en NL de muestras contenidas en mínimo 
volumen. El tipo de soporte de vitrificación que permite este contacto directo se 
define como sistema abierto de vitrificación.  
Así pues, el tamaño de la gota que contiene las muestras y la concentración de 
crioprotectores en la gota en el dispositivo cobran gran importancia. Un estudio 
realizado con gotitas de diversos tamaños de mezcla crioprotectora vaporizadas sobre 
NL, demostró la estrecha relación entre la probabilidad de vitrificación y el volumen 
(43). Estos autores evaluaron la probabilidad de vitrificación dependiendo del tamaño 
de las gotitas y de su concentración al “levitar” en el NL cuando son expelidas 
directamente en el mismo. El fenómeno de la “levitación” se produce cuando una 
gotita de líquido cae en un medio extremadamente frío como el NL, la gotita 
relativamente caliente provoca la ebullición del mismo y el vapor así generado hace 
que la gotita levite (efecto Leidenfrost). Este efecto cobra especial relevancia para los 
protocolos de vitrificación, ya que disturba la adecuada transmisión de frío afectando 
finalmente la probabilidad de que la muestra se vitrifique de forma adecuada. El vapor 
expelido, resulta proporcional al tamaño de la gota. La influencia recíproca producida 
por el flujo de vapor rodeando la gota y el cambio de presión producido ha sido 
modelada matemáticamente, con el fin de dilucidar el tamaño y la concentración 
adecuados para conseguir que la muestra se vitrifique. La figura 5 muestra estas 
interacciones, si una gota de aproximadamente 100 µm contiene crioprotector a una 




una gota un poco más grande, de 100-150 µm, que es el diámetro aproximado de un 




Los dispositivos abiertos de vitrificación requieren gotas de este tamaño 
aproximado, por lo que deben operar a estos niveles de concentración de 
crioprotector. Si el dispositivo requiere gotas más grandes, utilizando la misma 
concentración, cristalizarán, por lo que se necesitará incrementar considerablemente 
la concentración del agente crioprotector. Así pues, como se observa en la figura 5, 
una gota de 500 µm requiere una concentración de crioprotectores del orden de 4,5M 
para conseguir que se vitrifique. La mayoría de los sistemas cerrados disponibles en la 
actualidad, utilizan volúmenes superiores de carga, razón por la cual en teoría 
deberían utilizar concentraciones aún más elevadas de crioprotector (44), lo que 
plantea el riesgo del incremento en la toxicidad. 
Figura 5. Relación entre volumen y concentración de crioprotector para 




La presente tesis doctoral, está encaminada al desarrollo de un sistema cerrado 
de vitrificación de mínimo volumen, en el que se puedan utilizar crioprotectores a la 
misma concentración que utilizan los sistemas abiertos.   
 
1.3 Soportes de vitrificación. Dos categorías para dos diseños. 
Con el fin de satisfacer los parámetros arriba mencionados, se han diseñado 
una gran diversidad de soportes de vitrificación. El éxito obtenido con los mismos, 
depende del grado en que se satisfagan los factores críticos de la ecuación. En este 
sentido, podemos distinguir dos técnicas básicas para el diseño de estos soportes (19): 
 Técnicas de superficie: en este grupo de técnicas, los soportes de vitrificación 
se caracterizan por un diseño que permite cargar la muestra contenida en la 
mezcla crioprotectora sobre una superficie directamente accesible del 
dispositivo. En este tipo de soportes, el tamaño de la gota de mínimo volumen 
puede ser controlado (0.1 L), lo que facilita el incremento de la tasa de 
enfriamiento, ya que éstos dispositivos se sumergen directamente en el NL. 
Por este motivo, estos dispositivos son más comúnmente conocidos como 
sistemas abiertos. Por otra parte, como ya se ha mencionado, la tasa de 
calentamiento ofrecida por estos soportes es extremadamente alta, ya que las 
muestras pasan directamente de los -196°C (temperatura del NL) a los 37°C 




Dentro de este grupo (Figura 6), se encuentran una variedad de soportes 
como: rejillas de microscopía electrónica, ténicas con microgotas (45), Cryotop® 
(46,47), Cryolock®, Hemi-Straw® (48), superficie sólida (49), Cryoloop® (50), 
Cryoleaf® (51),  vitrificación directa cubierta (52), horquilla de fibra de nylon 
(53), espátula de vitrificación (54), Cryo-E® (55), hoja de plástico (56), Vitri-Inga® 









 Técnicas de tubo: en esta categoría de técnicas, el diseño de los soportes de 
vitrificación consiste en una pieza tubular cilíndrica a través de la cual se 
realizará la carga de la muestra junto al medio de vitrificación. Estos 
dispositivos también se conocen como sistemas cerrados, ya que tras la carga 
se procede al sellado de ambos extremos del tubo, evitando así el contacto 
con el NL. La tasa de enfriamiento y calentamiento conseguida con este tipo de 





















dispositivos varía dependiendo del dispositivo específico, del volumen de la 
carga y del procedimiento seguido para el paso de los -196°C a los 37°C, ya que 
en algunos esta transición se realiza tras un paso intermedio a temperatura 
ambiente. Cabe destacar que los sistemas cerrados disponibles en la actualidad 
no ofrecen la posibilidad de cargar las muestras en mínimo volumen, lo que 
hace inevitable que, para que la muestra no cristalice, se tenga que 
incrementar la concentración de crioprotector utilizada, y con ello la 
probabilidad de efecto tóxico. 
En este grupo se incluyen una variedad de dispositivos: la pajuela plástica Open  
Pulled Straw (36,59), Closed Pulled Straw (60), flexipet®-denuding pipette (61),  
open-pulled Straw superfine (62), Cryotip® (63), pipette tip (64), soporte de 
vitrificación High Security (65), sealed pulled straw (66),  Cryopette® (67),  










Figura 7. Ejemplos de soportes de tubo. A) SafeSpeed
®











1.4 Aplicación Clínica de la Vitrificación. 
El desarrollo de una técnica exitosa para la vitrificación del gameto femenino, ha 
costado más de dos décadas de esfuerzos, pasando por sistemas tanto abiertos como 
cerrados, pero no ha sido hasta hace algunos años que se ha conseguido aplicar 
clínicamente. 
 
1.4.1 Vitrificación de ovocitos. 
El potencial de la vitrificación de ovocitos a la hora de abordar y dar solución a 
las diferentes situaciones de la clínica diaria ha sido descrito ampliamente en 
diferentes trabajos (69). 
El Anexo I resume los resultados de supervivencia y clínicos de las diferentes 
publicaciones acerca del uso de ovocitos vitrificados en humanos, partiendo desde el 
primer embarazo obtenido hasta los días actuales (70).  
Aunque es difícil extraer conclusiones con una gran variedad de protocolos, 
dispositivos y origen de ovocitos (propios/donados), resulta llamativo que la gran 
mayoría de los estudios usaron dispositivos abiertos, excepto en algunos estudios 
(71,72). En general, la comparación entre ovocitos frescos y vitrificados evidencia 
resultados similares, que además resultan ser más altos con la vitrificación en 
comparación con la congelación lenta. Al centrarse en los estudios que informan sobre 
los datos de los ovocitos vitrificados, se observa una tasa media de supervivencia del 




propios, y una supervivencia aproximada de 90% en el caso de ovocitos de donante 
con una media de gestación clínica del 60% (Tabla I, ANEXO).  
En el caso de la vitrificación de ovocitos autólogos, diversas situaciones clínicas 
como el riesgo de hiperestimulación ovárica (73), o en casos de pacientes bajo 
respondedoras, la vitrificación ha demostrado ser útil y beneficiosa. En el 2012, Cobo 
et al. propusieron la estrategia de acumular ovocitos tras sucesivos ciclos de 
estimulación ovárica controlada en bajas respondedoras, pudiendo construir cohortes 
más numerosas. Este estudio reveló que la tasa de cancelación de transferencia 
disminuye considerablemente (9,1% en vitrificación versus 34% en fresco), mientras 
que al mismo tiempo se evitaba el abandono del tratamiento por parte de la paciente. 
En este estudio se compararon los resultados de ciclos de fecundación in vitro (FIV) con 
acumulación de ovocitos vitrificados, y de ciclos sucesivos en fresco (sin acumulación). 
Se incluyeron 594 ciclos de 242 pacientes (media de 2.5 ciclos por paciente), 
acumulando cerca de 1000 ovocitos consiguiendo disponer de mayores cohortes para 
ser inseminadas (media 7.02 ovocitos MII). La tasa acumulada de nacidos vivos por 
paciente se incrementó significativamente en el grupo de acumulación con vitrificación 
(36,4% versus 23,7%). Este incremento fue, más llamativo en el grupo de pacientes 
mayores de 40 años llegando a doblar la cifra en el grupo de vitrificación (15,8%) con 
respecto al fresco (7,1%). El beneficio de la acumulación de ovocitos en la baja 
respondedora de edad materna avanzada, también fue demostrado en otro estudio en 





Otra aplicación importante de la vitrificación de ovocitos propios es la 
preservación de la fertilidad ya sea por causas de tipo oncológico o por motivos 
sociales. En el caso concreto de pacientes oncológicas, los tratamientos de 
quimioterapia o radioterapia a los que se someten en su lucha contra la enfermedad, 
han aumentado la supervivencia (75), pero en algunos casos, los efectos adversos del 
tratamiento producen fallo gonadal crónico e infertilidad (76,77). En un estudio llevado 
a cabo por García-Velasco J.A et al. en 2013 (78), se reportaron resultados clínicos para 
475 pacientes oncológicas (n=355 ciclos), preservando su fertilidad mediante la 
vitrificación de sus ovocitos. Un total de 4104 ovocitos fueron obtenidos (11.8 ± 8 por 
paciente). En el momento de la publicación, 4 pacientes volvieron a realizarse 
tratamiento de infertilidad tras haber superado la enfermedad, consiguiéndose 2 
embarazos. En la actualidad han nacido 16 niños sanos en pacientes que vitrificaron 
sus óvulos para preservar la fertilidad debido a que debían someterse a un tratamiento 
oncológico (datos no publicados).  
 En el caso de preservación de la fertilidad mediante vitrificación de ovocitos por 
razones sociales, entre los que destacan la falta de pareja o el deseo de cumplir metas 
en el campo laboral y profesional, han obligado a muchas mujeres a posponer la 
maternidad (79). Un estudio multicéntrico retrospectivo en el que se incluyeron un 
total de 1468 pacientes que decidieron vitrificar sus ovocitos para preservar su 
fertilidad por motivos de edad o por razones médicas no oncológicas entre enero del 
2007 hasta abril del 2015 en 13 centros de infertilidad españoles (80), mostró un 
incremento exponencial en un lapso de 7 años desde el inicio del programa de 




utilizar sus ovocitos y llevar a cabo un tratamiento de infertilidad, con unas tasas de 
supervivencia ovocitaria del 85.2% (95% CI 83.2-87.2). Con tasas de embarazo clínico 
por paciente de 39.4% (95% CI 29.6-47.8) y de embarazo evolutivo del 27.00% (95% CI 
23.1-39.8). En la actualidad estas cifras se han doblado, ya que un total de 357 
pacientes han regresado con deseo gestacional habiendo conseguido un 45,3% de tasa 
de gestación con un total de 89 recién nacidos vivos (datos no publicados).  
Por otra parte, en países donde la donación de ovocitos está legalmente 
permitida, los bancos de ovocitos están emergiendo como respuesta a la demanda 
cada vez mayor de ovocitos para realizar donaciones. De hecho el primer nacimiento 
resultante de una donación de ovocitos vitrificados se produjo en 1999 (70).  
Así pues, el éxito en los resultados clínicos de los programas de donación de 
ovocitos requiere una correcta preparación endometrial, normalmente sustentada por 
esteroide de origen exógeno (81), finalizando con una transferencia bien sincronizada 
con la ventana implantatoria de embriones con buena calidad. La disponibilidad de 
ovocitos vitrificados en un banco de almacenamiento ha constituido una mejora 
logística relevante en los programas de ovodonación, haciendo innecesaria la 
sincronización donante-receptora, que por otra parte es imprescindible en la donación 
en fresco.  
Los programas de donación de óvulos han experimentado mejoras radicales a 
través del banco de ovocitos especialmente en la logística, facilitando enormemente 
todo el procedimiento. Entre las mayores ventajas de la disponibilidad de bancos de 




receptora sin necesidad de las largas listas de espera, ya que estos bancos permitirían 
proporcionar los ovocitos una vez finalizada la preparación endometrial en la 
receptora. El período de cuarentena también es posible con bancos de ovocitos de una 
manera análoga a los bancos de semen. La eficacia de la vitrificación de los ovocitos se 
demostró en un ensayo clínico grande que mostró resultados comparables en 
términos de desarrollo embrionario y resultados clínicos de ovocitos vitrificados versus 
frescos (82). En este ensayo clínico aleatorizado, demostró la no inferioridad en las 
gestaciones evolutivas conseguidas con ovocitos vitrificados frente a ovocitos frescos. 
Otros autores han publicado su experiencia mostrando resultados muy similares (83-
85). Estos trabajos reprodujeron los resultados obtenidos en otro estudio en el que se 
donaron ovocitos vitrificados y frescos a una misma receptora, encontrando 
parámetros similares de desarrollo embrionario, así como resultados clínicos 
comparables (86). Otros autores evaluaron la vitrificación combinada de ovocitos y la 
estrategia de transferencia de blastocistos en un programa de donación de óvulos (87). 
Tanto la formación de blastocistos (41,3% vs 45,3%) como las tasas de embarazo 
(61,8% frente a 60%) entre ovocitos vitrificados y frescos fueron similares.  
La donación de ovocitos vitrificados procedentes de banco se ha convertido en 
procedimiento estándar de muchos centros de Reproducción Asistida. Una publicación 
reciente muestra nuestra experiencia después de seis años de donación sistemática de 
ovocitos vitrificados, lo que confirma los resultados clínicos reportados anteriormente, 
y al mismo tiempo, también ofrece una visión completa del alcance de la tecnología 
(88). Por ejemplo, después de analizar más de 40.000 ovocitos, se pudo confirmar una 




comprobar la alta tasa de éxito en la donación de ovocitos vitrificados (cerca del 80% 
de la tasa de parto acumulada después de la transferencia de embriones “frescos” más 
3 criotransferencias de una sola donación). Hasta la fecha, se han notificado cerca de 
8.000 bebes nacidos después de más de 20.000 ciclos de donación con ovocitos 
vitrificados, involucrando casi 250.000 ovocitos vitrificados en el grupo IVI (datos no 
publicados). La salud de los niños y la evolución obstétrica de los embarazos 
concebidos con ovocitos vitrificados son comparables a los observados en nuestra 
población de niños concebidos con ovocitos frescos, respaldando así la seguridad de la 
técnica (89). 
Uso clínico de sistema cerrado de vitrificación de ovocitos 
En el caso de los ovocitos, el uso rutinario de sistemas cerrados de vitrificación 
ha sido considerablemente menos frecuente que el uso de sistemas abiertos, de ahí 
que la literatura sea menos profusa en estas referencias. Un estudio observacional 
prospectivo en el que participaron 14 donantes y 20 receptoras mostró una tasa de 
supervivencia del 90% y un 43,5% de tasa de embarazo en curso utilizando un sistema 
cerrado de vitrificación (90). Estos mismos autores, han publicado muy recientemente 
un estudio prospectivo aleatorizado de cohortes hermanas, en el que confirman estos 
datos, sin embargo se han observado ciertas diferencias en la calidad embrionaria a 
favor del sistema abierto (71). De igual manera, otro estudio similar ha mostrado 
resultados comparables entre los ciclos de donación de ovocitos realizados con 
ovocitos vitrificados utilizando sistemas abiertos versus cerrados (91). No se 




(36,0% vs 28,0%), embarazo en curso (33,3% vs 24,0%) y nacidos vivos (36,0% vs 
24,0%) aunque la tasa de supervivencia fue estadísticamente menor cuando se utilizó 
el sistema cerrado (82,9% frente a 91,0%, P <0,05). Un estudio posterior observacional 
prospectivo del mismo grupo, demostró resultados clínicos similares al comparar 
donaciones de ovocitos frescos con donaciones de ovocitos vitrificados en un sistema 
cerrado (72). Sin embargo, a la fecha de hoy se necesitan ensayos prospectivos 
aleatorizados más amplios que permitan confirmar definitivamente la ausencia de un 
efecto adverso en la utilización de un sistema cerrado.  
 
1.4.2 Vitrificación de embriones. 
Los objetivos principales de un programa de criopreservación de embriones 
permiten 1) obtener el mayor aprovechamiento de un solo ciclo de estimulación 
ovárica al incrementar las tasas acumuladas de gestación y 2) reducir la tasa de 
gestación múltiple a través de la promoción de transferencia de un único embrión. 
Tradicionalmente, se habían logrado de una manera relativamente satisfactoria 
mediante la congelación lenta. Sin embargo, hoy en día la vitrificación representa un 
aporte significativo a los programas de criopreservación de embriones mejorando 
considerablemente los resultados y por lo tanto el alcance de estos programas (Anexo 
II). Evidencia confirmada sería el metaanálisis publicado en 2008 por el grupo de 
Loutradi et al. en el que se describió la eficacia de la vitrificación embrionaria sobre el 
procedimiento de congelación lenta (18). Por otra parte, la congelación de embriones 




hace poco, probablemente debido a la falta de consistencia en los resultados, 
combinado con menores tasas de supervivencia de blastocistos (92).  
Hoy en día, la literatura es profusa en estudios que muestran resultados exitosos 
después de la aplicación de vitrificación en todas las etapas de desarrollo embrionario. 
El ANEXO II, destaca los resultados de las publicaciones más recientes, incluyendo 
datos de los últimos dos años mostrando resultados muy eficientes y similares entre 
los diferentes estadios de desarrollo embrionario in vitro y diferentes dispositivos de 
vitrificación. En una gran serie de criotransferencias de embriones vitrificados en día 2 
hasta estadio de blastocisto se mostraron tasas comparables de supervivencia, 
implantación y parto (93). Por otra parte, vale la pena mencionar que tratándose de 
vitrificación de embriones, tanto en estadios tempranos como en blastocisto, se 
obtienen resultados clínicos y de supervivencia similares tras la utilización de sistemas 
abiertos o cerrados de vitrificación. Una evidencia más, acerca de la similitud entre 
ambos sistemas tratándose de la vitrificación de embriones, fue proporcionada por un 
estudio que analizó los resultados neonatales de los bebés nacidos después de la 
transferencia de blastocistos vitrificados usando ambos dispositivos (94). 
De igual manera, los programas de diagnóstico genético preimplantacional se 
han beneficiado ampliamente de la disponibilidad de programas exitosos de 
vitrificación de embriones. En la actualidad, la necesidad de vitrificar blastocistos 
biopsiados a espera de los resultados del cribado genético, ha aumentado 
exponencialmente gracias al incremento de ésta práctica (95,96). Nuestra experiencia 




trofoectodermo con un 96,3%, y los resultados clínicos después de la transferencia de 
embriones cromosómicamente normales indican que la vitrificación no afecta su 
potencial de implantación (45,2% de la tasa de implantación; 62,5% de tasa de 
gestación), todos estos resultados destacan la utilidad de la vitrificación como un 
complemento a los programas PGS. 
Igualmente, la disponibilidad de vitrificación para el almacenamiento de 
embriones también ha hecho posible la segmentación del FIV que conduce a la 
llamada "estrategia de congelación total", (en inglés: freeze all), más conocida en 
nuestro medio como transferencia de embriones en diferido, y que últimamente ha 
centrado mucha atención. Su aplicación se fundamenta en la hipótesis de que, al 
posponer la transferencia de embriones a un ciclo diferente al estimulado, el útero no 
ha estado expuesto a dosis supra-fisiológicas de hormonas reproductivas. De hecho, 
este razonamiento es para muchos el motivo por el cual las transferencias de 
embriones congelados producen mejores resultados obstétricos y perinatales en 
comparación con las transferencias de embriones frescos (97,98). 
Además de mejores resultados neonatales, algunos estudios han informado de 
mejores resultados de FIV cuando todos los embriones son congelados electivamente 
para su posterior transferencia (99,100). Estos resultados han llevado a muchos a 
proponer que esta estrategia se aplique rutinariamente en laboratorio de FIV y al 
abandono de la práctica de las transferencias en fresco. Sin embargo, estas evidencias 
deben ser tomadas con precaución, ya que algunos de los estudios disponibles han 




rutinaria en IVI, no hemos encontrado evidencia de un mejor resultado de FIV tras el 
transfer diferido en términos de gestación evolutiva o tasas de nacidos vivos (36,2% vs 
33,8%) en mujeres con una respuesta esperada a la estimulación ovárica (datos no 
publicados). Aunque estos hallazgos no apoyan el cambio en la práctica de FIV de 
realizar transferencias de embriones frescos pasando a la estrategia del transfer 
diferido, existen algunas circunstancias como: pacientes con riesgo de síndrome de 
hiperestimulación ovárica (SHO) (101), o en casos con niveles elevados de 
progesterona sérica (102), etc., en cuyo caso, retrasar la transferencia sería la elección. 
Lo que parece cierto en la actualidad, es que aún se necesita más investigación para 
probar la validez del enfoque (103). 
1.5. Bioseguridad de los sistemas abiertos y cerrados. 
Teóricamente, el NL podría contener agentes infecciosos, por lo que, los sistemas 
abiertos se han relacionado con un mayor riesgo hipotético de transmisión de agentes 
contaminantes. Hasta la fecha, la mayoría de embriones y ovocitos han sido 
vitrificados utilizando un sistema abierto, no obstante no se ha encontrado ningún tipo 
de contaminación en los 600.000 a 1.000.000 embriones o embriones derivados de 
ovocitos vitrificados con sistemas abiertos efectivos (104). 
El riesgo de transmisión de patógenos vía NL ha sido ya discutido en detalle 
(105). El Nitrógeno, ya sea en estado líquido o como fase de vapor (106), puede actuar 
como un vector de contaminación entre dos muestras diferentes. Éste fenómeno fue 
observado por primera vez en la industria alimentaria y en dermatología, pero en el 




observar durante el almacenamiento de muestras de semen junto a muestras 
artificialmente contaminadas y criopreservadas en sistemas abiertos (107,108).  Es 
importante resaltar que en estos experimentos, la carga viral utilizada para contaminar 
artificialmente las muestras excedía la frecuentemente observada en condiciones 
naturales. La única publicación sobre infección en humanos claramente atribuible a 
contaminación cruzada se produjo entre muestras de médula ósea almacenadas en 
contenedores de plástico que accidentalmente se perforaron (109). Obviamente, los 
soportes cerrados herméticamente proporcionan una adecuada protección contra la 
contaminación durante todo el procedimiento y almacenamiento al no estar nunca 
expuestos al NL. 
En reproducción asistida humana, se han encontrado evidencias de 
contaminación por virus de la Hepatitis C, virus de inmunodeficiencia humana 
adquirida (VIH), Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma 
hominis, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis y especies de estreptococos en 
procedimientos de inseminación artificial (110-116). De todos modos, ninguna de las 
infecciones reportadas tras la inseminación o transferencia de embriones pudo ser 
atribuida al proceso de criopreservación o almacenamiento. Sin embargo, ya que se ha 
logrado contaminar muestras criopreservadas en condiciones experimentales (107), la 
búsqueda de sistemas más seguros, como los dispositivos cerrados herméticamente 
está totalmente justificada.  
La preocupación acerca de la transmisión de patógenos apareció en los primeros 




uso afirmando que no comprometían sus resultados en comparación con los sistemas 
abiertos. Los primeros éxitos de la vitrificación se obtuvieron con el uso de sistemas 
completamente abiertos como el Cryotop® (117), o el Cryoloop (118).La mayoría de los 
soportes cerrados de vitrificación, fueron introducidos entre 4 y 6 años más tarde.  
 
1.6 Aspectos éticos y legales 
En la mayoría de los países, incluyendo algunos estados de Estados Unidos y de 
Europa, el tratamiento de la infertilidad tiene tratamiento de patología médica, 
representando un problema médico que debe ser atendido por profesionales y 
supervisado por las autoridades sanitarias. Es importante remarcar que en toda 
intervención médica existe cierto riesgo para el paciente, pero no por ello debe ser un 
eximente para no ofrecer la asistencia o ayuda debida. 
En la mayoría de países desarrollados, el estatus legal de la vitrificación es 
debatido, de hecho, no existe una legislación clara al respecto. Por el contrario, 
encontramos una relativa tolerancia o inactividad respecto a las técnicas de 
vitrificación basada fundamentalmente en tres realidades principalmente (119): 
 
I. En muchos países, incluyendo Estados Unidos, no está completamente 
establecido que autoridad es competente para intervenir. 
II. En otros países, las autoridades se muestran reticentes a aplicar una ley 




laboratorios sin ofrecer problemas. Además, consideran la ley general 
bien articulada, evitando intervenir en un proceso médico que da buenos 
resultados. 
III. Las autoridades de muchos países han preferido mantenerse al margen 
del debate existente entre científicos, compañías, sistemas, 
herramientas, argumentos, confusión entre peligros reales y teóricos, al 
tiempo que pueden estar también influenciadas por científicos líderes de 
opinión en el campo, que han sugerido tolerancia al respecto. 
 
La legislación europea, en su directiva de manipulación de tejidos (European 
Union Tissues and Cells Directive EUTCD: 2004/23/EC, 2006/17/EC, y 2006/86/EC), opta 
por el incremento en la seguridad a través del control de los equipos, dispositivos, y 
zona de trabajo. Dirigido a minimizar al máximo el riesgo de cualquier hipotética 
contaminación de las células humanas por el contacto directo con NL o vapor 
accidentalmente contaminado, pero en ningún momento en esta directiva europea 
hay indicación de evitar el contacto directo con el NL. 
En Estados Unidos, el organismo competente para la regulación de la 
vitrificación como técnica que utiliza herramientas médicas, la FDA (Food and Drugs 
Administration), en el capítulo 21 dentro del código de regulación federal apartado 
1271.200/Equipamiento, establece que para prevenir la introducción, transmisión o 
propagación de enfermedades contagiosas, los equipos usados en su manipulación 




relativo a los procedimientos, obliga a realizar el diseño de los procedimientos 
adecuados para prevenir circunstancias que incrementen el riesgo de introducción, 
transmisión o propagación de enfermedades infecciosas. 
Más próximo a nosotros, la legislación española establece en el Real Decreto-
Ley 9/2014, la minimización de riesgo de contaminación de las muestras a causa del 
equipamiento, local, calidad del aire, empaquetamiento y transporte. Así como en los 
procedimientos que se van a utilizar.  
Como podemos observar en las diferentes normativas, no existe una 
prohibición tácita acerca del cumplimiento o no. No obstante, mientras la normativa a 
nivel europeo opta por la minimización de riesgos, la referente la FDA dictamina que el 
diseño de los dispositivos y procedimientos debe prevenir de cualquier contaminación. 
 
1.7 Factores decisivos en el desarrollo de un sistema de vitrificación 
en sistema cerrado y eficiente. 
A continuación, se detallan los factores más importantes en el desarrollo de un 
sistema adecuado para la vitrificación, que además sea cerrado y eficiente. 
1.7.1 Sellado hermético. 
El sellado hermético del dispositivo será un punto clave en el desarrollo de un 
diseño que elimine la posibilidad de contaminación cruzada por otros pacientes y/o 





Un sellado inadecuado y por tanto no hermético puede producir además la 
explosión del dispositivo (120). En estos casos, el NL puede entrar al dispositivo como 
consecuencia del vacío producido tras el sellado. De esta forma, durante el 
calentamiento, el NL pasará a estado gaseoso, aumentando hasta 20 veces su 
volumen. Este rápido aumento de la presión dentro del recipiente supone un riesgo de 
explosión. Tanto las explosiones, como el riesgo de fugas y contaminación cruzada 
pueden verse reducidas cuando el volumen de aire dentro de un recipiente se reduce 
al máximo posible y si además el soporte es almacenado en fase de vapor.   
 
 
1.7.2 Mínimo volumen. 
Como hemos comentado en el apartado 1.2.2.3 de esta tesis doctoral, el 
volumen de medio crioprotector que contiene la muestra resulta fundamental debido 
a su relación directa con la probabilidad de vitrificación y por tanto la supervivencia. 
Por otra parte, otra ventaja fundamental de la utilización de mínimo volumen, es que 
se puede reducir considerablemente la concentración del crioprotector utilizado, y con 
ello la toxicidad inherente a estos agentes.  
Por tanto, en el diseño de un sistema cerrado de vitrificación de esta tesis 
doctoral, utilizaremos como punto de partida un sistema de superficie que permite 





1.7.3 Altas tasas de enfriamiento y calentamiento. 
Como ya se ha explicado ampliamente en el apartado 1.2.2.1, el diseño de un 
sistema totalmente cerrado para vitrificación debe ofrecer velocidades de 
enfriamiento y calentamiento, lo suficientemente altas como para evitar la formación 
de cristales de hielo o la reagrupación de cristales de pequeño tamaño. La utilización 
de NL como fuente de frío ya sea por inmersión directa del soporte o dispositivo, por 
aire súper-enfriado o por contacto con una superficie enfriada por este agente, 
ofrece la posibilidad de conseguir una tasa de enfriamiento extremadamente 
elevado, apto para lograr la transformación al estado vítreo. Con este agente 
enfriante se obtienen unas velocidades de cientos a decenas de miles de grados 
centígrados por minuto contribuyendo al incremento de la probabilidad de 
vitrificación eficiente, por ejemplo en ausencia de hielo. Al mismo tiempo, factores 
como el soporte/dispositivo, el volumen de carga, la conductividad térmica, la 
composición de la solución, y otras variables, tienen una relación directa con la tasa 
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El desarrollo de un sistema de vitrificación en ausencia de contacto directo con 
NL que proporcione resultados tan eficientes como los conseguidos con sistemas 
abiertos, tanto para ovocitos como para embriones, resulta altamente atractivo ya que 
elimina completamente el riesgo hipotético de contaminación cruzada. Tanto el 
dispositivo, como el procedimiento deberán cumplir una serie de requisitos que 
finalmente redunden en la viabilidad de las células. 
 
En este estudio se ha diseñado un soporte totalmente cerrado (Cryotop C), 
basado en el sistema abierto Cryotop®, cuya modificación principal consiste en el 
sellado hermético que permitirá la vitrificación en ausencia de NL (vitrificación en 
sistema cerrado). Así mismo, se evaluará el impacto del uso de este sistema sobre 
ovocitos y embriones de ratón vitrificados acorde a los procedimientos modificados de 
vitrificación/desvitrificación. 
 
Por ello partimos de la hipótesis de que la vitrificación en sistema cerrado con Cryotop  
C, manteniendo un volumen mínimo de carga, una elevada tasa de calentamiento, una 
alta concentración de crioprotector, y una tasa de enfriamiento alta aunque inferior a 




































3.1 Objetivo principal 
Validar en el modelo animal (ratón) la eficiencia de un nuevo sistema de 
vitrificación cerrado (Cryotop C), desarrollado a partir de un dispositivo de vitrificación 
de sistema abierto (Cryotop®) ya existente. 
 
3.2 Objetivos secundarios 
1. Evaluar la supervivencia de ovocitos de ratón vitrificados mediante el sistema 
cerrado de vitrificación Cryotop C y comparar los resultados con el sistema 
abierto con Cryotop®. 
2. Evaluar y comparar el potencial de desarrollo hasta el estadio de blastocisto de 
ovocitos vitrificados con sistema cerrado Cryotop C posteriormente activados 
partenogenéticamente de forma artificial. 
3. Analizar el impacto de la vitrificación sobre la integridad del huso meiótico y la 
distribución cromosómica en ovocitos de ratón vitrificados con sistema cerrado 
Cryotop C y compararlo con el sistema abierto con Cryotop®. 
4. Determinar el potencial de desarrollo hasta el estadio de blastocisto de zigotos de 
ratón vitrificados con el sistema cerrado Cryotop C y compararlo con el sistema 




5. Evaluar y comparar el potencial de implantación y desarrollo a término de 
blastocistos de ratón vitrificados mediante el sistema cerrado Cryotop C y con 
sistema abierto Cryotop®. 
6. Hacer el seguimiento del estado de salud, comportamiento y capacidad 
reproductora de los ratones generados a partir de blastocistos vitrificados con 
























4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 






















4.1 PRIMERA FASE. DESARROLLO DE UN SISTEMA CERRADO DE 
VITRIFICACIÓN. EL CRYOTOP C. 
En una primera etapa de esta tesis doctoral, se llevó a cabo el diseño del 
dispositivo cerrado de vitrificación, así como se elaboró el protocolo de 
vitrificación/desvitrificación adecuado para el mismo. El desarrollo del sistema cerrado 
en la presente tesis doctoral se ha realizado partiendo del diseño previo del Cryotop 
SC®.  Una vez obtenido, y para su validación, se ha utilizado el Cryotop® como soporte 
referente. Entendiendo como soporte, el dispositivo utilizado para la criopreservación 
de las muestras. 
Durante el desarrollo antes comentado hemos trabajado en estrecha 
colaboración con la casa comercial que fabrica y comercializa el dispositivo abierto 
(Kitazato Biopharma®; Fuji, Japon). Este fabricante se ha encargado de la producción, 
tanto de los dispositivos diseñados como de los accesorios necesarios. 
A continuación se describen los 3 soportes utilizados en la presente tesis 
doctoral, el Cryotop® abierto, el Cryotop SC® semicerrado, y el Cryotop C cerrado, éste 
último, motivo de esta tesis doctoral. 
4.1.1 El Cryotop®. 
El Cryotop® es un soporte de vitrificación abierto, de mínimo volumen 
desarrollado por Kuwayama et al. el año 2005 (117) y comercializado por Kitazato 
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Biopharma® (Fuji, Japon). Es un dispositivo abierto, ya que como se ha mencionado 
anteriormente las muestras entran en contacto con el NL durante la vitrificación y 
almacenaje de las mismas, y de mínimo volumen, porque alberga las muestras en un 
volumen de aproximadamente 0,1 µl.  
Consiste en una tira o lengüeta de plástico delgada, flexible y transparente 
donde se depositan las muestras a vitrificar y cuyas dimensiones son: 0.4 mm de 
anchura, 20 mm de longitud, y 0.1 mm de grosor. Además, una pieza rígida de plástico 
se acopla a la lengüeta hasta un tope, haciendo las veces de mango con el objeto de 




Por otra parte, el dispositivo o soporte cuenta con una pajuela de plástico 
transparente que cubre gran parte del mismo, y cuya función principal es la de 
proteger a la lengüeta durante el almacenamiento y transporte. Además, una pieza 
metálica en un extremo de la pajuela hace de peso impidiendo que el Cryotop® flote en 
Figura 8. Cryotop
®
, sistema abierto de vitrificación. A) Lengüeta de plástico; B) Mango; C) Tope 
pajuela. 
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el NL (Figura 9). Ambos extremos de la pajuela protectora quedan abiertos, 
permitiendo la entrada de NL o aire.  
                     
. 
La pajuela protectora se coloca una vez vitrificadas las muestras, y siempre 
manipulando el dispositivo sumergido en el NL con el fin de evitar un calentamiento 
accidental (Figura 10). Para su utilización no se necesita más accesorio que una cubeta 





Es necesario tener en consideración que, aunque este dispositivo cuenta con una 
pajuela protectora, ésta no se sella herméticamente, por lo tanto, permite el paso de 
NL con lo cual las muestras permanecen en contacto con el mismo durante el 
almacenaje. Por tanto, se puede decir  que la función fundamental de la pajuela en 
este dispositivo es la de proteger la lengüeta y por tanto las muestras, pero no el 
A 
B 
Figura 9. Lengüeta del Cryotop
®
 y pajuela protectora. A) Lengüeta de plástico; B) Peso 
metálico. 
Figura 10. Cryotop® y pajuela protectora. 
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aislamiento. En el momento de la desvitrificación, el dispositivo es liberado de su 
pajuela con ayuda de unas pinzas y manteniéndolo sumergido en NL en todo 
momento.  
4.1.2 El Cryotop SC®. Sistema de vitrificación abierto y almacenaje 
cerrado.  
Al igual que el Cryotop®, el Cryotop SC® es un dispositivo abierto, ya que las 
muestras entran en contacto con el NL durante la vitrificación. El volumen de medio de 
vitrificación que alberga la muestra será de 0.1 µl, siendo por tanto un soporte de 
mínimo volumen. La diferencia radica en que la pajuela protectora de este dispositivo 
puede sellarse una vez se han vitrificado las muestras. 
Su diseño tiene analogías con su predecesor, el Cryotop®. Consiste en una tira 
transparente y flexible donde se alojan las muestras y presenta unas dimensiones de 
0.4 mm de anchura, 20 mm de longitud y 0.1 mm de grosor. Esta es completamente 
plana excepto el extremo, que posee una angulación de 45⁰, a diferencia del Cryotop® 
(Figura 11). Para facilitar el manejo durante el procedimiento de vitrificación, una pieza 
plástica se une a la lengüeta antes descrita. A diferencia con el Cryotop®, esta pieza de 
plástico que hace de mango, será completamente lisa, sin relieve.  
 
Figura 11. Angulación de la lengüeta del Cryotop SC. 




Una pajuela protectora de plástico transparente servirá de recipiente para 
proteger y aislar por completo el Cryotop SC®. Esta pajuela estará cerrada por un 
extremo, y abierta por el otro, de forma que una vez realizada la vitrificación, se 
introducirá el Cryotop SC® por ese extremo abierto para a continuación proceder a su 
sellado por el punto marcado, dejando el Cryotop SC® cerrado para el almacenamiento 





Para el protocolo de vitrificación en sistema semicerrado con Cryotop® SC, será 
necesario el uso de accesorios diseñados para realizar el procedimiento. 
Como veremos más adelante (Apartado 5.1), la vitrificación semicerrada con 
Cryotop SC® entraña una serie de problemas en cuanto a su diseño que confluyen en 
Figura 12. Cryotop SC
®
. A) Mango completamente liso; B) Pajuela protectora; C) Punto de 
sellado; D) Peso para no flotación. 
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unas tasas bajas de supervivencia, fluctuaciones en los resultados y explosiones por el 
aumento de presión como consecuencia del calentamiento del NL en el interior de la 
pajuela sellada. 
4.1.2.1 Material accesorio. 
El material accesorio utilizado está diseñado para facilitar el uso del Cryotop SC®, 
así como reducir los riesgos en los diferentes pasos del protocolo de vitrificación. A 
continuación se detalla: 
 Soporte metálico: 
El soporte metálico está diseñado para la sujeción del Cryotop SC® y de la pajuela 
protectora dentro del recipiente de NL (Figura13). La configuración de los orificios del 
soporte metálico, posibilita que la pajuela protectora quede en un ángulo de 45⁰, de 






   
 
Figura 13. Soporte metálico 






El sellado de la pajuela se realiza a través del calor aplicado por una pinza 
selladora. El termo-sellado debe ser uniforme, consiguiendo que la pajuela quede 







 Tijeras con orificio: 
Tanto en el procedimiento de vitrificación como de desvitrificación, es necesario 
cortar la pajuela de forma precisa y sin que se formen estrías. Las tijeras especialmente 
diseñadas para este propósito constan de un brazo que con un orificio de diámetro 
similar al de la pajuela para que ésta encaje perfectamente en el mismo, mientras que 
el otro brazo acaba en una parte afilada apta para cortar de forma limpia y homogénea 
(Figura 15). 
Figura 14. Selladora 











 Recipiente de NL: 
El recipiente donde se lleva a cabo la vitrificación con Cryotop SC® y posterior 
sellado de la pajuela posee las dimensiones adecuadas para el mismo (alto 8 cm x largo 
28.5 cm x ancho 9 cm) para poder introducir de forma segura el Cryotop SC® dentro de 
la pajuela (Figura 16). Este paso se realiza en la fase de vapor de aproximadamente 2 





Figura 16. Recipiente para la vitrificación y sellado. 
 
Figura 15. Tijeras para cortar la pajuela protectora. 
 




4.1.3 Desarrollo de un sistema totalmente cerrado de vitrificación. 
El Cryotop C. 
Como ya se ha mencionado, el dispositivo para el sistema totalmente cerrado de 
vitrificación ha sido desarrollado a partir de su predecesor, el Cryotop SC®, 
adecuándolo para facilitar el sellado hermético del mismo, previo al paso de la 
vitrificación. Este nuevo dispositivo lo llamaremos Cryotop C. 
Paralelamente al desarrollo de este dispositivo, se han modificado los protocolos 
de vitrificación/desvitrificación con el fin de respetar la premisa fundamental del 
sistema totalmente cerrado: evitar el contacto directo de las muestras con el NL en 
todo momento incluyendo los pasos de la vitrificación, almacenaje y desvitrificación a 
la vez de que se aseguren los resultados eficientes una vez que se aíslan las muestras.  
Tanto en el diseño del dispositivo como en la elaboración del protocolo de 
vitrificación/desvitrificación, se ha tenido en cuenta los requisitos necesarios 
(Apartado 1.7) que conducen a la obtención de una probabilidad elevada de 
vitrificación y por tanto favorecer la supervivencia (19).  
Este aislamiento dentro de la pajuela sellada, no es solamente físico, sino 
también térmico, lo que puede alterar el equilibrio entre los diferentes factores 
implicados, según la ecuación propuesta por Arav (19).  Una de las primeras variables 
de la ecuación que se altera con el aislamiento es la tasa de enfriamiento.  
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Para alcanzar temperaturas criogénicas que incrementen la probabilidad de 
vitrificación con el Cryotop C (Figura 17), el aire súper-enfriado que actuará como 
fuente de frio, se obtendrá gracias a mantener la pajuela sellada por ambos extremos 
(Figura 18) sumergida en el NL durante un tiempo previo a la vitrificación. Para este 
efecto hemos utilizado la ayuda del soporte metálico que a su vez estará sumergido en 
NL (Figura 13).  
Con el objetivo de incrementar las probabilidades de éxito durante la 
vitrificación/desvitrificación, hemos introducido varias modificaciones en el diseño del 
Cryotop SC® que se muestran en la figura 17, convirtiendo el original Cryotop SC®, en 







En primer lugar, la pajuela antes de su uso se encontrará sellada por ambos 
extremos (Figura 18). De esta manera, evitamos la entrada de aire exterior, cancelando 
por completo su condensación y la posibilidad de producir un incremento en la presión 
interna de la pajuela, por tanto eliminamos el riesgo de explosiones.  
Figura 17. Cryotop C. A) Extremo lengüeta forma “L”. B) Extremo pajuela sellado y más ancho. C) 
Unión uniforme entre lengüeta y mango. 









Además, con el objetivo de facilitar la inserción del Cryotop C, hemos 
incrementado el diámetro en el extremo de la pajuela protectora, con lo que 







En cuanto a la lengüeta plástica, se modificó su forma dándole una terminación 
en forma de “L”, para proteger la muestra de cualquier efecto mecánico al introducirla 
en la pajuela. Al mismo tiempo, se redujo su longitud para evitar incrementar la 
rigidez, se realizó una marca roja para delimitar la zona de carga y se modificó la unión 
Figura 19. Diámetro de las pajuelas protectoras. A) Cryotop
®
 SC; B) Cryotop C. 
Figura 18. Pajuela protectora Cryotop C. 
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entre lengüeta-mango, pasando a ser cónica para facilitar su introducción en la pajuela 
protectora (Figura 20). 
 
 
Este conjunto de cambios en el dispositivo, facilitarán los pasos del protocolo 
modificado desarrollado para una vitrificación completamente cerrada manteniendo el 
diseño básico como soporte de mínimo volumen. En el siguiente apartado se describe 
paso por paso el protocolo modificado de vitrificación en sistema cerrado (Apartado 
4.1.4.6).  
Los accesorios necesarios para su utilización son básicamente los mismos que los 
empleados en el sistema semicerrado (vitrificación en abierto y almacenaje en 
cerrado), a excepción de la cubeta que contiene el NL donde se lleva a cabo la 
vitrificación ya que no requiere dimensiones especiales. 
Figura 20. Lengüeta Cryotop C. A) formar de “L”; B) Unión cónica lengüeta-mango; 
C) Marca delimitación de carga. 
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Una vez analizadas las características de cada uno de los dispositivos y material 
accesorio utilizados en la presente tesis doctoral, vamos a describir los protocolos de 
vitrificación y desvitrificación adecuados para cada uno de ellos.  
 
4.1.4 Procedimiento de vitrificación de ovocitos y embriones de 
ratón. 
4.1.4.1 Materiales 
 Vaso Dewar (Thermo-Flask®, Sigma-Aldrich, Inc., San Luis, Miruri, 
EE.UU.). 
 Pipetas de denudación (Cook®, Flexipet Adjustable handle). 
 Capilares flexibles (Cook®, Flexipet Pipette). 
 Placas Falcon 1008 (Falcon®, Becton Dickinson Labware, Flanklyn Lakes, 
Nueva Jersey, EE.UU). 
 Pinzas. 
 Reloj temporizador (timer). 
 Contenedor de poliestireno expandido para NL para trabajar en la 
cabina de flujo laminar. 
 Recipiente de acero inoxidable esterilizable en autoclave y acoplable al 
contenedor de poliestireno expandido*. 
 Placa de seis pocillos, preferiblemente, de fondo cónico (ReproPlate®; 
Kitazato BioPharma®, Tokyo, Japón. 
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* De dimensión variable dependiendo del dispositivo utilizado (ver Apartado 5.2.1 de 
la sección de resultados)  
El uso del dispositivo Cryotop SC® o del Cryotop C requieren los siguientes 
materiales adicionales: 
 
 Soporte metálico para sujeción del dispositivo 
 Termo-selladora  
 Tijeras con orificio 
 
Soluciones de Vitrificación/Desvitrificación 
Las soluciones utilizadas son de fabricación comercial (Kitazato BioPharma®, 
Tokio Japón). 
 
Soluciones de vitrificación 
 Solución de lavado, Basic Solution (BS): medio tampón HEPES TCM199 (M199) 
suplementado con 0.06 mg/mlhidroxipropilcelulosa (HPC). 
 Solución de equilibrio, Equilibration Solution (ES): 7.5% de EG; 7.5% de DMSO 
en solución BS. 
 Solución de vitrificación, Vitrification Solution (VS): 15% de EG; 15% de DMSO 
en solución BS. 
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Soluciones de desvitrificación 
 Solución de descongelación, Thawing solution (TS): 0.1 mol/L de trealosa en 
solución de lavado (WS) 
 Solución de dilución, Dilution Solution (DS): 0.5 mol/L de trealosa en solución 
WS. 
 Solución de lavado, Washing Solution (WS): medio tampón HEPES TCM199 
(M199) suplementado con 0.06 mg/mL hidroxipropilcelulosa (HPC). 
 
4.1.4.2 Procedimiento de vitrificación con sistema abierto Cryotop®. 
El procedimiento de vitrificación se realizó en campana de flujo laminar a 
temperatura ambiente (22-25°C). Todas las soluciones se atemperaron al menos 1 
hora antes de realizar el procedimiento.  
El procedimiento de vitrificación consta de los siguientes pasos:  
I) Equilibrado; II) Paso por la solución de Vitrificación (VS), III) Carga; IV) 
Vitrificación.  
Estos pasos varían dependiendo del tipo de dispositivo o de si se trata de 
ovocitos, zigotos o blastocistos.  
I) Equilibrado para ovocitos. 
1. Se pipetearon 20 μl de solución BS en el primer pocillo de la placa 
ReproPlate® y 300 µl de solución VS en el segundo y tercer pocillos (Figura 21a).  
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2. Se aspiraron los ovocitos de la placa de cultivo con un capilar de 80 μm de 
diámetro interno y se transfirieron con un mínimo de volumen al pocillo que contiene 
solución BS.  
3. Inmediatamente después, se añadieron 20 μl de solución ES rodeando la 
gota de solución BS que contiene los ovocitos (Figura 21b).  
4. Una vez transcurridos 3 minutos, se añadieron otros 20 μl de solución 
ES (Figura 21b).  
5. Tras 3 minutos, se añadieron lentamente 240 μl de solución ES, rodeando las 
gotas previas y se esperó entre 6-9 minutos (Figura 21b).  
6. Finalizada la fase de equilibrio (12-15 minutos en total), se confirmó la re-
expansión de los ovocitos, verificada por la recuperación del volumen y la forma 





II) Equilibrado para zigotos y blastocistos utilizando Cryotop® (abierto).  
El proceso de equilibrado varía ligeramente dependiendo de si se trata de zigotos 
o blastocistos, en este último caso:  
Figura 21. a) Preparación Placa Reproplate y b) adición de 
las solución de equilibrio ES. 
)a) b) 
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1. Se pipetearon 300 µl de solución ES en el primer pocillo de la ReproPlate® 
(Figura 22a). 
2. Se transfirieron los zigotos/blastocistos desde su placa de cultivo, 
dejándolos en la superficie (Figura 22b). Tras 12-15 minutos, los 
embriones bajan al fondo de la placa.  
 





Los siguientes pasos del proceso de vitrificación son comunes para ovocitos y 
blastocistos. 
III)  Paso por la solución de Vitrificación (VS).  
1. Se aspiraron los ovocitos/zigotos/blastocistos, ajustando el diámetro del 
capilar a cada caso (80 μm ovocitos y zigotos, 100 μm blastocistos), y se dejaron en la 
superficie del primer pocillo con solución VS, intentando arrastrar el mínimo volumen 
posible de solución ES.  
2.  Se fijó el cronómetro en 30 segundos.  
Figura 22. a) Preparación Placa Reproplate y b) adición del 
zigoto/blastocisto solución de equilibrio ES. 
a) b) 
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3. Se aspiró la solución ES que rodea los ovocitos, distinguiéndose claramente 
por la diferencia de densidad con el medio VS. Se lavó la pipeta constantemente, 
eliminando la solución ES en el exterior del pocillo correspondiente.  
4. Transcurridos 30 segundos, se aspiraron los ovocitos/zigotos/blastocistos y se 
transfirieron al segundo pocillo que contiene solución VS y se repitió el proceso de 
lavado especificado en el numeral anterior durante otros 30 segundos, tras los cuales 
se aspiraron los ovocitos/zigotos/blastocistos en la punta del capilar intentando no 
aspirar mucha solución VS.  
IV) Carga.  
1. Se colocó el dispositivo para vitrificar (Cryotop® o Cryotop SC® o 
Cryotop C) bajo la lupa con la marca negra hacia arriba y se cargaron los 
ovocitos/zigotos/blastocistos con el mínimo volumen posible.  
2. Se aspiró el exceso de medio. Para verificar que las muestras se 
encuentran en el mínimo volumen posible, se comprobó la presencia de 




Figura 23. Carga del Cryotop®. Aspiración del medio excedente. 
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IV) Vitrificación.  
Para la vitrificación se sumergió el dispositivo directamente en el contenedor de 
NL, dispersando rápidamente las burbujas producidas tras la inmersión del dispositivo. 
A continuación, se adaptó la pajuela protectora. 
 
4.1.4.3 Procedimiento de desvitrificación con sistema abierto 
Cryotop®.  
La desvitrificación consistió en la rehidratación de la muestra criopreservada al 
mismo tiempo que se eliminó el crioprotector del interior celular (dilución de 
crioprotectores). El procedimiento seguido para la desvitrificación fue exactamente el 
mismo tratándose de ovocitos/zigotos/blastocistos, pero se introdujeron variaciones 
dependiendo del dispositivo utilizado.  
 
La desvitrificación se realizó a temperatura ambiente, para lo cual las soluciones 
DS y WS fueron atemperadas al menos 1 hora previa al procedimiento. Justo antes de 
llevarlo a cabo se pipetearon 300 µl de solución DS en el primer pocillo de la 
ReproPlate®, y otros 300 µl de la solución WS en el segundo y tercer pocillos. La 
solución de TS se utilizó a 37°C, razón por la cual, el vial de TS se dejó en estufa a 37°C 
al menos 1 hora antes.  
 
Este procedimiento consta de tres pasos: I) Desvitrificación; II) Dilución de los 
crioprotectores y III) lavado.  




I) Desvitrificación.  
1. Se añadieron en 4 mL de solución TS a una placa de cultivo de 35mm. 
2. Tras colocar el recipiente de NL que contiene las muestras a desvitrificar lo 
más próximo posible a la lupa, se extrajo el dispositivo del contenedor con NL con un 
movimiento recto, directo y rápido y se introdujo en la placa que contiene TS a 37°C. 
3. Se visualizaron los ovocitos/zigotos/blastocistos en la solución TS durante 1 
minuto. Se dejó que ellos se desprendieran del dispositivo por si solos, evitando 
cualquier manipulación en este paso.  
4. Transcurrido el minuto en TS, se aspiraron los ovocitos/zigotos/blastocistos, 
y se continuó aspirando solución TS dentro del capilar (aprox. 1 cm de columna en el 
capilar). 
II) Dilución de los crioprotectores. 
Para el proceso de dilución o extracción de los crioprotectores, se dejaron los 
ovocitos/zigotos/blastocistos en la solución DS, junto con la solución TS aspirada en el 
capilar y se esperaron 3 minutos. 
III) Lavado.  
Para el proceso de lavado de los ovocitos/zigotos/blastocistos, éstos se 
aspiraron en el capilar junto con una columna de 1 cm de la solución DS, se 
transfirieron al siguiente pocillo de la ReproPlate® que contiene solución WS y se 
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esperaron 5 minutos, tras los cuales, se pasaron al segundo pocillo de WS y se esperó 
un minuto, antes de transferir los ovocitos/zigotos/blastocistos a su placa de cultivo. 
4.1.4.4 Procedimiento de vitrificación con sistema semicerrado 
Cryotop SC®. 
Para la vitrificación, se procederá como ha sido detallado en los pasos I), II), III), 
IV) del apartado 4.1.4.2 de la presente tesis doctoral.  Una vez vitrificada la muestra, se 
procederá a la introducción del Cryotop SC® en la pajuela protectora, previamente 








Una vez sellada la pajuela protectora, el Cryotop SC® se puede trasladar al banco 
para su almacenamiento. 
 
Figura 24. A) Vitrificación con NL; B) Corte de la pajuela; C, D) Introducción del Cryotop 
SC
®
; E,F) Sellado de la pajuela. 
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4.1.4.5 Procedimiento de desvitrificación con sistema semicerrado 
Cryotop SC®. 
Una vez realizada la vitrificación, el Cryotop SC® permanecerá cerrado dentro de 
la pajuela protectora durante todo el almacenamiento (Figura 25). 
 
 
Previamente a la desvitrificación del Cryotop SC®, será necesario extraerlo de la 
pajuela protectora. Para ello se procede a cortar la pajuela por la línea negra (Figura 











 SC sellado. 
Figura 26. A,B) Corte de la pajuela; C) liberación del Cryotop SC
®
 de la pajuela; D) Movimiento a 














Una vez el soporte se encuentra en el NL, se procederá como se ha descrito en el 
apartado 4.1.4.3 de la presente tesis doctoral. 
Como veremos en el apartado correspondiente al experimento I, los resultados 
obtenidos para el Cryotop SC® como sistema semicerrado ofrecieron escasa 
consistencia en cuanto a resultados de supervivencia, además de producirse 
explosiones por entrada fortuita de NL en la pajuela protectora, o por condensación de 
aire súper-enfriado atrapado dentro de la pajuela.  
 
4.1.4.6 Procedimiento de vitrificación en sistema cerrado Cryotop C. 
Como hemos indicado anteriormente, los cambios realizados en el Cryotop SC® 
se han orientado a facilitar los diferentes pasos del protocolo desarrollado para 
obtener una vitrificación en sistema completamente cerrado. Para la vitrificación, 
utilizaremos los mismos accesorios utilizados en la vitrificación semicerrada con 
Cryotop SC® (Apartado 4.1.2.1). 
Para la vitrificación, se procederá según se ha detallado en los pasos I), II), y III) 
del apartado 4.1.4.2 de la presente tesis doctoral. Una vez realizada la carga de la 
muestra en la lengüeta del Cryotop C, la vitrificación se realizará con los siguientes 
pasos, siendo el aire súper-enfriado el agente enfriante. 
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I) Enfriamiento de la pajuela: la pajuela protectora deberá estar 
introducida en el orificio del soporte metálico que a su vez se encuentra 
sumergido en NL (Figura 27). De esta forma, uno de los extremos 




II) Introducción Cryotop C: una vez cargada la muestra en la lengüeta del 
soporte, se realiza un corte del extremo expuesto de la pajuela 





III) Sellado pajuela: Tras introducir el Cryotop C en la pajuela protectora, 
inmediatamente se procederá al sellado de la misma (Figura 29).  
Figura 27. Fijación pajuela protectora. 
A) B) 
Figura 28. A) Corte de la pajuela; B) Introducción Cryotop C. 







IV) Almacenaje: para el almacenaje, las muestras se deben trasladar al 
banco concebido para tal fin, manteniéndolas en el contenedor de NL 
donde se han vitrificado. Nunca, y bajo ningún concepto se deben 
exponer las muestras al aire ambiental, con el fin de evitar 
calentamiento accidental. Para el almacenaje se pueden utilizar bancos 
tradicionales de NL (líquido) o bancos secos (Figura 30). 
 









Figura 29. Sellado pajuela protectora. 
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4.1.4.6.1 Medición de tasa de enfriamiento con el sistema cerrado 
Cryotop C.  
Como hemos descrito anteriormente, tanto las tasas de enfriamiento como de 
calentamiento son fundamentales para que la vitrificación se lleve a cabo de forma 
exitosa y pueden verse alteradas como consecuencia del aislamiento del Cryotop C al 
ser introducido dentro de la pajuela. Es por ello, que se solicitó al fabricante la 
medición de las mismas. 
Se puede establecer como tasa de enfriamiento de una muestra vitrificada con el 
protocolo modificado Cryotop C la correspondiente al paso de una temperatura 
ambiente de laboratorio, hasta la temperatura del aire súper-enfriado en el interior de 
la pajuela. Esta medida ha sido obtenida en los laboratorios de Kitazato BioPharma® 
(Fuji, Japón). 
Para la medición de la misma con el Cryotop C se utilizó el Midi Logger GL900 
(Graphtec, Kanagawa, Japón), realizando lecturas continuadas de la temperatura cada 
0.2 segundos. Para ello se situó una sonda en el extremo del Cryotop C, sin muestra. 
Se llevaron a cabo un total de 400 medidas de temperatura durante 7.98 
segundos. Como se puede observar en la gráfica, la tasa de enfriamiento obtenida 
partiendo de una temperatura inicial de 23.3°C hasta que alcanza -188°C fue de 
5254°C/min. (Figura 31). 




4.1.4.7 Procedimiento de desvitrificación con sistema cerrado 
Cryotop C.  
Siguiendo con el requisito de sistema completamente cerrado durante todo el 
procedimiento, la extracción del Cryotop C desde dentro de la pajuela protectora 
deberá realizarse de forma que no quede expuesto al NL.  
Para la desvitrificación, posicionaremos verticalmente la pajuela protectora que 
contiene el Cryotop C al bloque metálico previamente enfriado (Figura 32). 
       
 
 
Figura 32. Cryotop C con pajuela protectora. 
Figura 31.  Tasa de enfriamiento protocolo modificado de vitrificación con 
Cryotop C. 
 




A continuación con el fin de liberar el Cryotop C de la pajuela protectora, pero 
sin que haya contacto con el NL, procederemos a cortar la pajuela protectora a una 




Una vez liberado el Cryotop C, con el fragmento obtenido tras el corte de la 
pajuela protectora, se procede a la fijación de la misma al soporte (Figura 34). De esta 





Figura 33. Cryotop C con pajuela protectora. 
Figura 34. Fijación pajuela protectora. A) Bloque metálico. B) Pajuela protectora. C) Fragmento 










 Será entonces cuando procederemos a retirar el Cryotop C de su pajuela para 
sumergir la lengüeta plástica en la primera solución de desvitrificación. Siguiendo a 
continuación con los pasos descritos en el apartado 4.1.4.3. 
 
4.1.4.7.1 Medición de tasa de calentamiento con el sistema 
cerrado Cryotop C. 
En el caso de la desvitrificación, el Cryotop C pasará directamente del interior de 
la pajuela protectora a la primera solución de desvitrificación. Esta solución de 
desvitrificación estará a 37°C, obteniendo así la mayor tasa de calentamiento posible 
sin sobrepasar la temperatura máxima basal humana de 37°C. 
La medida de la tasa de calentamiento ha sido obtenida también en los 
laboratorios de Kitazato BioPharma® con el mismo equipamiento utilizado para la 
medida de la tasa de enfriamiento, es decir, el Midi Logger GL900 (Graphtec, 
Kanagawa, Japón), realizando lecturas continuadas de la temperatura cada 0.04  
segundos. Para ello se situó una sonda en el extremo del Cryotop C, sin muestra. 
Se realizaron 307 mediciones cada 0.04 segundos, y en un tiempo total de 12.24 
segundos. La tasa de calentamiento obtenida correspondió a 43522°C/min (Figura 35).  
 
 







4.1.4.8 Puntos críticos durante el desarrollo del procedimiento para 
vitrificación en sistema cerrado con Cryotop C. 
Durante el diseño del protocolo para una vitrificación completamente cerrada, 
se encontraron algunos puntos críticos que tuvieron que ser solventados para poder 
realizar la vitrificación/desvitrificación sin problemas. A continuación se detallan. 
 Fase vapor de NL inestable. 
El Nitrógeno es un elemento que en la naturaleza encontramos en estado 
gaseoso y que tras la síntesis industrial alcanza el estado líquido a -196°C. No obstante, 
cuando este NL está a una temperatura de laboratorio de aproximadamente 25⁰, sufre 
Figura 35. Tasa de calentamiento protocolo modificado de vitrificación con Cryotop C. 
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un proceso de transición de líquido a gas, creándose una fase de vapor con 
temperaturas muy por encima de los -196°C. 
Esta fase de vapor a pocos centímetros del NL puede variar en cuanto a grosor y 
temperatura debido a la inestabilidad causada principalmente al flujo de aire de la 
campana o incluso a la temperatura ambiente del laboratorio, siendo la causante de la 
formación de cristales de hielo al interferir con la velocidad de enfriamiento y/o 
calentamiento. 
Es por esta razón que, en los primeros estadios de desarrollo del protocolo 
modificado nos encontramos con la aparición de ovocitos con zona pelúcida fracturada 
e incluso lisis completa de los mismos. Además, a través de mediciones de la 
temperatura, fue posible localizar la zona en la que la muestra podría estar expuesta a 
estas condiciones no seguras, correspondiendo a los segundos previos a introducir el 
Cryotop C en la pajuela protectora, ya que en eso corto espacio de tiempo, podrían 
estar siendo afectados por una fase de vapor con temperaturas no óptimas para la 
vitrificación. 
Por tanto, las opciones exploradas para la solución de este problema estarán 
fundamentadas en estos puntos concretos: 
 Reducción al máximo de la inestabilidad de la fase de vapor. 
 Desplazamiento del punto de inserción de la zona de acción de la fase 
de vapor. 
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 Con un cambio en la posición de la pajuela protectora se consiguió eliminar 
completamente este problema, para ello fue necesario cambiar la orientación del 




 Aparición de aire licuado en la pajuela protectora. 
La transición de estado gaseoso a líquido en el aire ambiental es un fenómeno 
que sucede a temperaturas cercanas a su punto de condensación, a este fenómeno se 
le llama licuefacción. En las mediciones anteriormente descritas para la obtención de 
la tasa de enfriamiento y calentamiento, la temperatura más baja obtenida en el 
interior de la pajuela protectora es de aproximadamente -188.8°C. A esta temperatura, 
componentes del aire como el O2 llegan al estado líquido (temperatura de 
condensación -182°C, a presión atmosférica). 
Figura 36. Cambio en la posición de la pajuela. 
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La aparición de líquido en el interior de la pajuela tras ser cerrada 
herméticamente, producto de la condensación de aire súper-enfriado,  puede ser 
altamente peligrosa, ya que un cambio mínimo de temperatura provoca el paso a gas 
(ebullición), y por tanto la expansión de las moléculas que conforman el gas. Esta 
expansión incrementará la presión interna sobre las paredes de la pajuela y finalmente 
provocará la rotura y explosión de la misma. 
Durante las primeras fases del desarrollo del protocolo modificado, se 
observaron estas roturas y explosiones. Para solucionar este problema, la pajuela se 
selló por ambos extremos, con el fin de impedir la entrada de aire en la misma 
mientras ésta se encuentra fijada al bloque metálico, en los momentos previos de la 
vitrificación (Figura 34). El extremo sellado que queda fuera, sólo se corta en el 
momento justo de introducción del Cryotop C, minimizando así la entrada de aire y por 
tanto su licuefacción. 
Una vez introducido el dispositivo dentro de la pajuela, se procederá 
inmediatamente al sellado. A partir de este momento, el dispositivo completo 
(lengüeta + pajuela), deberá mantenerse a temperaturas criogénicas (cercanas a 
temperaturas de -196°C) para evitar la exposición el calentamiento accidental y por 
tanto la formación de hielo. 
 Eliminación del arrastre de la pajuela. 
En el procedimiento de desvitrificación con Cryotop C, un problema que apareció 
en las primeras fases del diseño del protocolo fue el arrastre de la pajuela al extraer el 
Cryotop C.  
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Este riesgo de arrastre de la pajuela junto al dispositivo representa un peligro 
potencial ya que entorpece el contacto entre la lengüeta y la solución TS y por tanto el 
paso directo de -196ºC a 37ºC, en otras palabras altera la velocidad de calentamiento.  
Para solucionar este problema, el fragmento sobrante de la pajuela que se corta 
para extraer el Cryotop C, se inserta en el orificio del soporte metálico con el fin de que 
el conjunto dispositivo + pajuela protectora quede completamente fijado en el bloque 












Figura 37. Fijación de la pajuela al soporte metálico. 
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4.2. SEGUNDA FASE. VALIDACIÓN DEL SISTEMA CERRADO DE 
VITRIFICACIÓN CON CRYOTOP C 
 
METODOLOGÍA 
La segunda fase para validación experimental del sistema cerrado de vitrificación 
Cryotop C, está basada en cuatro experimentos diferenciados (Figura 38) orientados a 





Supervivencia y desarrollo 
de ovocitos de ratón 




Análisis del huso 













Supervivencia y desarrollo de 
ovocitos, zigotos y 
blastocistos de ratón 
vitrificados con Cryotop C 
EXPERIMENTO II 
15/24 ratones 
597 ovocitos/630 zigotos 
 
Figura 38. Organización simplificada fase experimental de validación del Cryotop SC
®
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En la figura de arriba, se puede observar de forma simplificada cada uno de los 
experimentos que conforman la segunda fase. En el ANEXO III, se muestra todo el 
desarrollo experimental de la fase de validación. 
Estos cuatro experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Parc 
Científic de Barcelona, en la empresa Embryotools S.A. 
 
 
4.2.1 EXPERIMENTO I. Supervivencia y desarrollo de ovocitos de 
ratón vitrificados en Cryotop SC® semicerrado. 
Los procedimientos fueron llevados a cabo utilizando animales de 
experimentación de acuerdo a los protocolos de investigación aprobados por el comité 
ético de investigación animal del parque científico de Barcelona. La cepa de ratón 
utilizada como fuente de ovocitos y embriones fue la hembra Hybrid B6CBAF1 
(C57BL/6JxCBA/J). Se llevaron a cabo 8 réplicas experimentales siguiendo todos los 
pasos del protocolo. La duración total fue de 2 semanas. 
4.2.1.1 Obtención de los ovocitos. 
Las hembras de ratón Hybrid B6CBAF1 fueron inducidas a una superovulación 
mediante inyección intraperitoneal de 5 IU de gonadotrofina coriónica de yegua 
gestante (PMSG), seguido tras 48h de 5 IU de gonadotrofina coriónica humana (hCG). 
Los complejos cúmulo-corona-ovocito fueron extraídos de los oviductos después de 
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14-15 horas tras la administración de la hCG, y tratados con hialuronidasa hasta la 
dispersión de las células del cúmulo. Los ovocitos una vez decumulados fueron lavados 
varias veces y a continuación depositados en medio de cultivo (Global Total®, 
LifeGlobal), y cubiertos por aceite mineral a 37.3°C en una atmósfera óptima para el 
cultivo embrionario de CO2 y O2 (Figura 39). 
 
 
4.2.1.2 Grupos experimentales. 
Un total de 732 ovocitos procedentes de la superovulación de 28 ratones fueron 
distribuidos en un total de 3 grupos experimentales. 
 Grupo I: grupo experimental correspondiente a la vitrificación de ovocitos 
(n=289) en sistema abierto utilizando como soporte el Cryotop®. 
 Grupo II: grupo experimental correspondiente a la vitrificación de ovocitos 
(n=293) con sistema semicerrado, utilizando como soporte el Cryotop SC®. 
 Grupo III: grupo control correspondiente a ovocitos frescos (n=150) que no 
fueron vitrificados. 
4.2.1.3 Procedimiento de vitrificación. 
Los procedimientos de vitrificación se llevaron a cabo según el dispositivo de 
vitrificación utilizado cargándose entre 4 y 6 ovocitos por dispositivo:  
Figura 39. Estimulación ovárica y obtención de ovocitos. 
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 Grupo I: los ovocitos fueron vitrificados siguiendo los pasos detallados en el 
apartado 4.1.4.2, correspondiente a la vitrificación en el sistema abierto con 
Cryotop®. 
 Grupo II: los ovocitos se vitrificaron como se describe en el apartado 4.1.4.4, de 
forma semicerrada utilizando como dispositivo el Cryotop SC ®. 
 Grupo III: los ovocitos correspondientes al grupo control, no fueron sometidos 
a vitrificación. 
4.2.1.4 Procedimiento de desvitrificación 
El procedimiento de desvitrificación se llevó a cabo según el grupo experimental al que 
pertenecían los ovocitos: 
 Grupo I: para la desvitrificación de los ovocitos vitrificados con sistema abierto 
Cryotop®, se procedió como se detalla en el apartado 4.1.4.3, de la presente 
tesis doctoral. 
 Grupo II: para la desvitrificación de los ovocitos vitrificados con sistema 
semicerrado Cryotop SC®, se llevó a cabo con se describe en el apartado 
4.1.4.5, de la presente tesis doctoral. 
 Grupo III: los ovocitos del grupo control, no fueron sometidos a vitrificación y 
por tanto, no fueron desvitrificados. 
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4.2.1.5 Evaluación de la supervivencia. 
Una vez desvitrificados los ovocitos correspondientes al grupo I y grupo II, se 
evaluó la supervivencia bajo microscopio analizando las siguientes características: 
- Integridad de la membrana plasmática: a través de la existencia o no de 
espacio perivitelino. 
- Integridad de la zona pelúcida: fracturas de la zona pelúcida, o ausencia total 
de la misma. 
- Signos de degeneración citoplasmática: deformación y/o cambio de tonalidad 
del citoplasma. 
Debido a la escasa supervivencia y a la alta incidencia de explosiones como 
consecuencia de la re-expansión del NL al condensarse el aire súper-enfriado en el 
interior de la pajuela, no fue posible continuar con la fase de desarrollo embrionario en 
el experimento I (Apartado 5.1).  
 
4.2.2 EXPERIMENTO II. Sistema cerrado de vitrificación Cryotop C en 
ovocitos, zigotos y blastocistos de ratón. Supervivencia y desarrollo. 
En el experimento II, los ovocitos y blastocistos fueron vitrificados siguiendo los 
pasos del protocolo según el grupo experimental al que pertenecían. En la siguiente 
figura se puede observar el diseño para este experimento II (Figura 40). . La duración 
total fue de 5 semanas. 














4.2.2.1 Grupos experimentales. 
Se establecieron 3 grupos experimentales con 597 ovocitos procedentes de 15 
hembras de ratón:  
 Grupo I: este grupo experimental corresponde a la vitrificación de ovocitos (n= 
220) en sistema abierto (Cryotop®).  
 Grupo II: este grupo experimental estaría conformado por la vitrificación de 
ovocitos (n=225) en sistema completamente cerrado (Cryotop C). 
Figura 40. Diseño experimento II. 
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 Grupo control: este grupo estaría constituido por ovocitos frescos (n=152) que 
no han sido vitrificados. 
 
4.2.2.2 Vitrificación de ovocitos. 
Una hora después de la obtención de los ovocitos de la misma forma que se ha 
descrito en el apartado 4.2.1.1, fueron asignados de manera aleatoria a los grupos 
experimentales para la vitrificación ya sea para el grupo de vitrificación en sistema 
abierto, para el grupo de vitrificación en sistema cerrado, o al control fresco. Después 
de ser expuestos a las soluciones de vitrificación, los ovocitos fueron vitrificados 
siguiendo el protocolo detallado anteriormente (Apartado 4.1.4.2) para el Cryotop® e 
inmediatamente sumergidos en NL (sistema abierto de vitrificación), o cargados sobre 
el Cryotop C (sistema cerrado de vitrificación) como detallamos (Apartado 4.1.4.6). Se 
cargaron entre 4 y 6 ovocitos por dispositivo.  
 
4.2.2.3 Desvitrificación de ovocitos. 
Después de la vitrificación, los ovocitos fueron desvitrificados en el mismo día a 
continuación del procedimiento anteriormente citado (Apartado 4.1.4.3) en el caso del 
Cryotop® (Grupo I). Mientras que para el Cryotop C (grupo II), el protocolo seguido será 
el detallado en el apartado correspondiente (Apartado 4.1.4.7). El mismo kit de 
desvitrificación se utilizó para todos los grupos experimentales. 
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4.2.2.4 Evaluación de supervivencia y morfología tras la desvitrificación. 
Al igual que en el experimento I, una vez desvitrificados los ovocitos 
correspondientes al grupo I y grupo II, se evaluó la supervivencia bajo microscopio 
analizando las siguientes características: 
 Integridad de la membrana plasmática: a través de la existencia o no 
de espacio perivitelino. 
 Integridad de la zona pelúcida: fracturas de la zona pelúcida, o 
ausencia total de la misma. 
 Signos de degeneración citoplasmática: deformación y/o cambio de 
tonalidad del citoplasma. 
 
Por otro lado, y además de la supervivencia ovocitaria, se evaluó la distribución de los 
lípidos citoplasmáticos para cada grupo experimental. 
 
4.2.2.5 Activación partenogenética. 
Los ovocitos supervivientes a los procedimientos de vitrificación y desvitrificación 
fueron lavados varias veces y cultivados en medio de cultivo durante 2 horas (Global 
Total®, LifeGlobal) para permitir la estabilización de las membranas y la re-
polimerización del huso de microtúbulos. La activación partenogenética fue llevada a 
cabo mediante la incubación de los ovocitos en 10 mM de Cloruro de Estroncio (SrCl2) 
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en medio CZB-Ca2+-free  suplementado con 5 mg/mL de citocalasina (CB) durante6 horas, 
con el fin de conseguirla inhibición de la extrusión del segundo corpúsculo polar. 
Ambos agentes estimulan a los ovocitos al desarrollo in vitro de manera semejante a si 
hubiesen sido inseminados.  
Los ovocitos no manipulados (ovocitos frescos) utilizados como grupo control, 
permanecieron en medio de cultivo (Global Total®, LifeGlobal), mientras se llevaron a 
cabo los procesos de vitrificación/desvitrificación, para posteriormente ser activados 
partenogenéticamente simultáneamente con los grupos de estudio 
(vitrificados/desvitrificados).  
 
4.2.2.6 Evaluación del desarrollo desde la activación partenogenética 
hasta el estadio de blastocisto. 
Una vez cumplidas las 6 horas después de la activación, el grupo control y los 
otros dos grupos experimentales fueron lavados varias veces y aquellos con 2 
pronúcleos fueron seleccionados y cultivados en medio de cultivo Global Total® 
(LifeGlobal) cubiertos por aceite mineral a 37.3°C y en una atmósfera óptima para el 
cultivo embrionario de CO2 y O2 hasta el estadio de blastocisto. Cada 24 horas, se 
evaluaron los embriones siguiendo los criterios de evaluación embrionaria descritos 
por Gardner et al. 1997 (121). 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS  
110  
 
4.2.2.7 Vitrificación de blastocistos. 
Los blastocistos obtenidos tras el cultivo embrionario descrito en el apartado anterior, 
fueron vitrificados siguiendo el procedimiento correspondiente al grupo experimental 
al que pertenecen, excepto el grupo control: 
 Grupo I: para la vitrificación de los blastocistos (n=60) en sistema abierto de 
vitrificación utilizando el Cryotop® como dispositivo, se siguieron los pasos 
detallados en el apartado 4.1.4.2. 
 Grupo II: para la vitrificación de los blastocistos (n=60) con sistema cerrado de 
vitrificación, Cryotop C, se procedió como se detalla en los pasos II), III) y IV) del 
apartado 4.1.4.6. 
 Grupo III: no se llevó a cabo procedimiento de vitrificación, al corresponder al 
grupo control de blastocistos procedente de ovocitos frescos. 
 
4.2.2.8 Desvitrificación de blastocistos. 
Una vez vitrificados los blastocistos como se ha descrito en el apartado anterior, 
se llevó a cabo el procedimiento de desvitrificación siguiendo el protocolo establecido 
para cada grupo experimental: 
 Grupo I: para la desvitrificación de los blastocistos vitrificados con el sistema de 
vitrificación abierta Cryotop®, se procedió siguiendo los pasos descritos en el 
apartado 4.1.4.3.  
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 Grupo II: en el caso de los blastocistos vitrificados con sistema de vitrificación 
cerrada Cryotop C, se siguieron los pasos detallados en el apartado 4.1.4.7. 
 Grupo III: no se llevó a cabo la desvitrificación, al corresponder al grupo control 
de blastocistos procedente de ovocitos frescos. 
 
4.2.2.9 Evaluación de la supervivencia de los blastocistos. 
Los blastocistos obtenidos tras la desvitrificación fueron observados bajo 
microscopio para evaluar la supervivencia, para ello se tuvieron en cuenta los 
siguientes criterios morfológicos: 
 Zona Pelúcida: se evaluó la integridad de la zona pelúcida a través de la 
existencia o ausencia de fracturas en la misma.  
 Trofoectodermo y Masa Celular Interna (MCI): se evaluó la integridad del 
trofoectodermo y de la MCI a nivel de degeneración de las células integrantes 
de los mismos. 
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4.2.2.10 Obtención de zigotos in vivo 
Para la obtención de los zigotos in vivo, 24 hembras de ratón B6CBAF1 fueron 
inducidas a una superovulación mediante inyección intraperitoneal de 5 IU de 
gonadotrofina coriónica de yegua gestante (PMSG), seguido tras 48h de 5 IU de 
gonadotrofina coriónica humana (hCG). Las hembras fueron apareadas con machos 
fértiles de ratón B6CBAF1tras la administración de la hCG, para pasadas 20-22h extraer 
los zigotos de los oviductos. Se denudaron con tratamiento de hialuronidasa, y 
aquellos con buena morfología que mostraban dos pronúcleos y dos corpúsculos 
polares (n=630 zigotos) se seleccionaron para ser a continuación depositados en medio 
de cultivo (Global Total®, LifeGlobal), y cubiertos por aceite mineral a 37.3 ⁰C en una 
atmósfera óptima para el cultivo embrionario de CO2 y O2. 
 
4.2.2.11 Grupos experimentales. 
Se establecieron 3 grupos experimentales: 
 Grupo I: grupo correspondiente a la vitrificación de zigotos (n=231) en sistema 
abierto utilizando como soporte el Cryotop®. 
 Grupo II: grupo correspondiente a la vitrificación de zigotos (n=234) con 
sistema cerrado, utilizando como soporte el Cryotop C. 
 Grupo III: grupo control correspondiente a zigotos (n=165) que no fueron 
vitrificados. 




4.2.2.12 Vitrificación de zigotos. 
Los zigotos obtenidos in vivo de la forma como se ha descrito en el apartado 4.2.2.10 
fueron vitrificados siguiendo el procedimiento correspondiente al grupo experimental 
al que pertenecen, excepto el grupo control: 
 Grupo I: para la vitrificación de los zigotos en sistema abierto de vitrificación 
utilizando el Cryotop® como soporte, se siguieron los pasos descritos en el 
apartado 4.1.4.2. 
 Grupo II: en el caso de la vitrificación de los zigotos con sistema cerrado de 
vitrificación, Cryotop C, se procedió como se detalla en los pasos II), III) y IV) del 
apartado 4.1.4.6. 




4.2.2.13 Desvitrificación de zigotos. 
Una vez vitrificados los zigotos como se ha descrito en el apartado anterior, se llevó a 
cabo la desvitrificación siguiendo el protocolo establecido para cada grupo 
experimental: 
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 Grupo I: para la desvitrificación de los zigotos vitrificados con el sistema de 
vitrificación abierta Cryotop®, se procedió siguiendo los pasos descritos en el 
apartado 4.1.4.3. 
 Grupo II: en el caso de los zigotos vitrificados con el sistema de vitrificación 
cerrada Cryotop C, se siguieron los pasos detallados en el apartado 4.1.4.7. 
 Grupo III: no se llevó a cabo la desvitrificación, al corresponder al grupo control 
de zigotos. 
 
4.2.2.14 Evaluación de la recuperación, supervivencia y morfología tras 
la desvitrificación de los zigotos. 
Una vez los zigotos fueron desvitrificados fueron evaluados bajo microscopio 
para determinar la supervivencia, para ello se tuvo en cuenta los siguientes aspectos 
morfológicos: 
-Zona pelúcida: se evaluó la integridad de la zona pelúcida, observando la 
presencia o no de fracturas. 
-Integridad de la membrana plasmática: se determinó a través de la existencia o 
no de espacio perivitelino. 
-Signos de degeneración citoplasmática: deformación y/o cambio en la tonalidad 
del citoplasma. 
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4.2.2.15 Evaluación del desarrollo de los zigotos hasta estadio de 
blastocisto. 
Tras la desvitrificación de los zigotos procedentes de los grupos experimentales I y II, 
así como del grupo control fresco (grupo III), se cultivaron en medio de cultivo Global 
Total® (LifeGlobal) cubiertos por aceite mineral a 37.3 ⁰C y en una atmósfera óptima 
para el cultivo embrionario de CO2 y O2 hasta el estadio de blastocisto. Cada 24 horas, 
se evaluaron los embriones siguiendo los criterios de evaluación embrionaria descritos 
por Gardner et al. 1997. 
 
4.2.2.16 Análisis estadístico. 
Los experimentos fueron repetidos 8 veces en días separados y los resultados 
obtenidos en las réplicas de los experimentos fueron agrupados. Los datos fueron 
analizados mediante el test de la chi-cuadrado (2) para la comparación de las tasas de 
recuperados, supervivencia, activación y desarrollo embrionario entre los diferentes 
grupos. El valor de probabilidad de p<0.05 fue considerado como estadísticamente 
significativo. El tamaño muestral por ovocitos supervivientes (n=219), se calculó 
usando el software Macro!Nsize V2012.02.20 © JM. Domenech & R.Granero con el 
siguiente criterio: SAMPLE SIZE (RISK) &POWER: Two-independent samples: Proportion 
(%) of events in: Open System (Group 0) = 90,00%, Closed System (Group 1) = 80,00%, 
Minimum expected: RR= ,89; OR= ,44; RD= -10,0% (-1000), Alpha Risk =5%; Beta Risk = 
20%; Ratio N0/N1= 1,00. 
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4.2.3 EXPERIMENTO III. Análisis por inmunofluorescencia del huso 
meiótico. 
En el experimento III se procedió a la fijación de los ovocitos y al marcaje de los 
mismos para el análisis de la integridad, estructura y distribución del huso meiótico, 
llevándose a cabo un total de tres réplicas. Para ello, se estimularon 8 hembras de 
ratón, obteniéndose 150 ovocitos. . La duración total fue de 4 semanas 
4.2.3.1 Grupos experimentales. 
Se establecieron 3 grupos experimentales, de igual forma que en el experimento II: 
 Grupo I: este grupo experimental corresponde a la vitrificación de ovocitos 
(n=49) en sistema abierto (Cryotop®).  
 Grupo II: este grupo experimental estaría conformado por la vitrificación de 
ovocitos (n=51) en sistema completamente cerrado (Cryotop C). 
 Grupo control: este grupo estaría constituido por ovocitos frescos (n=50) que 
no han sido vitrificados. 
4.2.3.2 Evaluación de la supervivencia. 
Al igual que en el experimento I, una vez desvitrificados los ovocitos 
correspondientes al grupo I y grupo II, se evaluó la supervivencia bajo microscopio 
analizando las siguientes características: 
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 Integridad de la membrana plasmática: a través de la existencia o no de espacio 
perivitelino. 
 Integridad de la zona pelúcida: fracturas de la zona pelúcida, o ausencia total 
de la misma. 
 Signos de degeneración citoplasmática: deformación y/o cambio de tonalidad 
del citoplasma. 
 Expansión del blastocisto: se evaluó la capacidad de volver a su morfología 
fisiológica tras la desvitrificación. 
 
4.2.3.3 Procesamiento y fijación de los ovocitos para el análisis por 
inmunofluorescencia. 
Una vez desvitrificados y evaluada su supervivencia, los ovocitos supervivientes 
fueron seleccionados, lavados y cultivados durante dos horas en medio de cultivo 
(Global Total®, LifeGlobal) bajo aceite mineral a 37.3°C y en una atmósfera óptima de 
CO2 y O2. Transcurrido este tiempo, fueron fijados como se detalla a continuación. 
Los ovocitos utilizados como grupo control, y los provenientes de los grupos I y II 
(vitrificados/desvitrificados), se fijaron durante 30 minutos a 37°C en un tampón 
estabilizador de microtúbulos (MTSB-XF), compuesto por 0.1M de tampón PIPES, 5 
mM MgCL2, 2.5 mM  EGTA, 3.7% (v/v) formaldehido, 0.1 (v/v)  Triton X-100, 1 mM 
taxol, 0.01% (w/v)  aprotinin, 1 mM ditiotreitol y 50% de óxido de deuterio.  
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Una vez fijados, los ovocitos fueron almacenados hasta su procesamiento a 4°C 
en solución de PBS suplementada con1% (w/v) de BSA, 0.2% (w/v) de leche en polvo, 
2% (v/v) de suero de cabra, 0.1 M de glicina, 0.2% (w/v) de azida de sodica, y 0.01% de 
Triton X-100 (Figura 41) (122). 
 
 








4.2.3.4 Triple marcaje de microtúbulos, microfilamentos y 
cromatina. 
Se realizó un triple marcaje por inmunofluorescencia para la de detección de 
microtúbulos, microfilamentos y cromatina. Aproximadamente 50 ovocitos de cada 
grupo experimental fueron procesados para su análisis. 
Para lo cual, los ovocitos de ambos grupos experimentales y del grupo control, 
una vez fijados fueron incubados en una mezcla de anticuerpo anti / tubulina 
Figura 41. Procedimiento para la fijación de ovocitos. 
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monoclonal de ratón a una concentración final de 1:1000 en solución bloqueante de 
PBS durante 1 h a 37°C, y a continuación fueron lavados en solución bloqueante de PBS 
durante 10 min. a 37°C. En un siguiente paso, los ovocitos fueron incubados durante 
30 min. a 37°C en una mezcla de anticuerpo secundario (pollo anti-ratón IgG) 
conjugado con Alexa Fluor 488 (6 mg/mL) y de Alexa Fluor 594 phalloidin (1.5 U / mL). 
Finalmente, todos los ovocitos fueron lavados en solución de bloqueo PBS, 
incubados durante 15 min. en Hoechst 33258 (10 mg/mL) y finalmente montados en 
50% (v/v) de glicerol/PBS conteniendo 25 mg/mL de azida sódica. En la siguiente figura 











Figura 42. Procedimiento de marcaje de los ovocitos fijados. 
 
C 




4.2.3.5 Análisis por microscopia epifluorescente. 
El marcaje de los ovocitos fue observado usando un microscopio de 
epifluorescencia (Nikon E1000) con una lámpara de mercurio de 50W. equipado con 
filtros específicos para Hoechst, Fluoresceina y Texas Red.Las imágenes digitales 
fueron obtenidas y analizadas con el software suministrado por Nikon. Se obtuvieron 
imágenes representativas en archivos de alta resolución de las diferentes morfologías 
de huso meiótico para su posterior análisis. 
 
4.2.3.6 Análisis estadístico. 
Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el test chi-cuadrado (2) 
comparando tasas de recuperación, supervivencia, activación y desarrollo embrionario 
entre los diferentes grupos. La proporción de ovocitos con formas anormales de huso 
meiótico y distribución cromosómica en los diferentes grupos experimentales se 
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4.2.4 EXPERIMENTO IV. Seguimiento descendencia tras 
transferencia embrionaria. 
Para la evaluación de la descendencia según el soporte de vitrificación empleado, 
un total de 90 blastocistos fueron aleatoriamente seleccionados de un pool, para 
posteriormente ser vitrificados y desvitrificados en ambos sistemas de vitrificación, y a 
continuación ser transferidos a hembras de ratón receptora de la cepa CD-1. . La 
duración total fue de 4 meses. 
 
4.2.4.1 Grupos experimentales. 
Se establecieron los siguientes grupos experimentales a partir de un pool de 180 
blastocistos de buena calidad: 
 Grupo I: este grupo experimental corresponde a blastocistos vitrificados (n=90) 
en el soporte de vitrificación abierta Cryotop®. 
 Grupo II: este grupo experimental estaría conformado por blastocistos 
vitrificados (n=90) con el soporte cerrado de vitrificación Cryotop C. 
 Grupo III: correspondería a blastocistos (n=30) que no han sido sometidos al 
procedimiento de vitrificación. 
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4.2.4.2 Vitrificación de blastocistos. 
Un total de 180 blastocistos procedentes de un pool de blastocistos frescos fueron 
vitrificados siguiendo el procedimiento correspondiente según el grupo experimental 
al que pertenecen. 
 Grupo I: para la vitrificación de los blastocistos en sistema abierto de 
vitrificación utilizando el Cryotop® como dispositivo. 
 Grupo II: para la vitrificación de los blastocistos con sistema cerrado de 
vitrificación Cryotop C. 
 Grupo III: no se llevó a cabo procedimiento de vitrificación, al corresponder al 
grupo control de blastocistos frescos. 
 
4.2.4.3 Desvitrificación de blastocistos. 
Una vez vitrificados los blastocistos como se ha descrito en el apartado anterior, 
se llevó a cabo el procedimiento de desvitrificación siguiendo el protocolo establecido 
para cada grupo experimental: 
 Grupo I: para la desvitrificación de los blastocistos vitrificados con el sistema de 
vitrificación abierta Cryotop®. 
 Grupo II: en el caso de los blastocistos vitrificados con sistema de vitrificación 
cerrada Cryotop C. 
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 Grupo III: no se llevó a cabo la desvitrificación, al corresponder al grupo control 
de blastocistos frescos. 
 
4.2.4.4 Transferencia embrionaria 
La transferencia embrionaria se realizó dos días y medio después de observar la 
presencia del tapón de moco vaginal siguiendo un protocolo comercial (NSET. 
Paratechs).Para ello, el soporte NSET se acopló a una micropipeta con un volumen de 
1.8 L. Se cargaron entre 8 y 12 blastocistos por soporte contenidos en una gota de 
medio de cultivo. Una vez cargados, el volumen de la pipeta fue reajustado a 2 L 
creando una burbuja de aire para así evitar la pérdida de los blastocistos durante la 
manipulación.  
La hembra receptora fue inmovilizada para la transferencia, tras introducir el 
espéculo del kit NSET en la vagina, el soporte NSET con los blastocistos se acopló 
através del cérvix. Cuando la base del soporte entró en contacto con el espéculo, se 
presionó la micropipeta produciéndose así la transferencia. Una vez finalizada, se 
procedió a retirar el soporte NSET y se comprobó bajo lupa la correcta transferencia de 
todos los blastocistos, para seguidamente retirar el espéculo cuidadosamente, y 
retornar a la hembra receptora a su jaula.  
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En el día 20 de gestación se llevó a cabo el control del parto de las hembras 
receptoras, siendo esta primera generación de ratones (F1), los que monitorizados a 








4.2.4.5 Control de nacimientos y seguimiento de la descendencia 
durante 2 generaciones (F2). 
Una vez alcanzada la edad adulta, los machos y las hembras de cada grupo 
experimental fueron aleatoriamente seleccionados para ser cruzados con ratones de la 
cepa wild-type (WT). 
 
La descendencia procedente del cruzamiento F1xWT=F2, fue evaluada 21 días 
después del nacimiento a nivel de desarrollo y competencia sexual (Figura 44). 
Figura 43. Obtención primera generación (F1). 
 




















Figura 44. Obtención de la segunda generación, producto del cruzamiento F1xWT. 
 












































5.1 EXPERIMENTO I. Viabilidad del sistema de vitrificación 
semicerrada con Cryotop SC®. 
En el experimento I se utilizaron un total de 732 ovocitos MII obtenidos de 27 
ratones como se ha descrito en el apartado 4.2.1.1 
Una vez obtenidos los ovocitos se distribuyeron en dos grupos de estudio, el 
grupo de ovocitos vitrificados con el Cryotop SC®, y el grupo de los ovocitos vitrificados 
mediante el uso del Cryotop®. 
Como se ha comentado en el apartado de materiales y métodos. La 
vitrificación/desvitrificación se llevó a cabo el mismo día experimental, observándose 
bajo microscopio la supervivencia de los ovocitos tras 2 horas post-desvitrificación. 
Tras realizar la vitrificación y desvitrificación de los ovocitos de acuerdo al 










tras la desvitrificación (%) 
Cryotop
®
 289 287 (99.3) 287 (100) 
Cryotop SC
®
 293 253 (86.3) 172 (67.9) 
P-valor (tasa de recuperados) < 0.05   (estadísticamente significativo) 
P-valor (tasa de supervivientes) < 0.05   (estadísticamente significativo) 
 
 




Como se puede apreciar en los resultados obtenidos, existen diferencias 
estadísticamente significativas para las variables de recuperación y supervivencias tras 
la desvitrificación de los ovocitos comparándolo con los resultados obtenidos para el 
Cryotop®. 
 
La baja supervivencia, la no aparición de ovocitos al introducir el Cryotop SC® en 
la primera solución de desvitrificación, la inconsistencia en los resultados y las 
fluctuaciones en cuanto a los resultados obtenidos dentro de un mismo dispositivo o 
entre Cryotop SC® para una misma serie de desvitrificación, hacen del sistema de 
vitrificación con Cryotop SC® poco fiable. 
 
Por otro lado, se registró una incidencia de explosiones de dispositivo del 14.5% 
como consecuencia de la aparición de líquido dentro de la pajuela gracias a la 
condensación del aire súper-enfriado contenido dentro de la misma (Apartado 
4.1.4.8). 
 
Es por ello, que desestimamos el uso del dispositivo semicerrado y nos 
planteamos el desarrollo de un sistema totalmente cerrado basándonos en los 
requisitos del sistema abierto por ejemplo altas tasas tanto de enfriamiento como de 




de crioprotectores, permitiendo el uso de los mismos de la misma forma que en el 
procedimiento en abierto.  
5.2 EXPERIMENTO II. Validación del sistema cerrado de vitrificación 
Cryotop C.  
En el segundo experimento, se realizaron vitrificaciones y desvitrificaciones tanto 
de ovocitos como de blastocistos provenientes de ovocitos activados 
partenogenéticamente con el fin de validar la metodología del Cryotop C, 
comparándola con la metodología estándar de vitrificación llevada a cabo con el 
sistema abierto (Cryotop®). Como grupo control se utilizaron ovocitos frescos. 
5.2.1 Tasa de recuperación y supervivencia en ovocitos. 
Un total de 597 ovocitos MII se obtuvieron de 15 ratones estabulados y 
estimulados para conseguir una superovulación. 
A continuación se muestran los resultados obtenidos tras realizar la vitrificación y 










tras la desvitrificación (%) 
Cryotop
®
 220 218 (99.1) 218 (100.0) 
Cryotop C 225 222 (98.7) 217 (97.7) 
Tabla II. Supervivencia de ovocitos según sistema de vitrificación. 
 
P-valor (tasa de recuperados) = 0.980 (no varía significativamente) 







5.2.2 Morfología ovocitaria tras la desvitrificación. 
Una vez llevada a cabo la vitrificación/desvitrificación de los ovocitos se observó 
que la distribución de los lípidos citoplasmáticos fue diferente según el tipo de soporte 
y protocolo empleado (Figura 45), siendo homogénea para los ovocitos del grupo 
Cryotop®, mientras que para el Cryotop C el patrón de distribución fue más periférico.  
Esta distribución característica se pudo encontrar en un 65% de los ovocitos 







5.2.3 Tasa de activación partenogenética y de desarrollo. 
Tanto los ovocitos supervivientes de los dos grupos experimentales como los 
controles frescos fueron activados partenogenéticamente al cabo de 2 horas tras la 
desvitrificación, siguiendo el protocolo de activación antes detallado.  





Transcurridas 6 horas de la activación partenogenética, se observó el patrón de 







Como se puede observar la distribución de los lípidos citoplasmáticos es 
uniforme en el caso del grupo control, periférico en el caso del grupo de vitrificación 
en sistema cerrado, y central en el caso vitrificación con sistema abierto Cryotop®. 
En cuanto a las tasas de activación, así como la tasa de llegada a blastocisto para 


















Cryotop® 218 178 (81.7) 168 (94.4) 146 (82.0)
a
 111 (76.0) 
Cryotop C 217 167 (77.0) 150 (89.8) 114 (63.3)
b
 88 (77.2) 
Control 152 126 (82.9) 120 (95.2) 114 (90.5)
a
 92 (80.7) 
Tabla III. Estadio de desarrollo embrionario según grupo experimental. 
 
a,b 
Valores en la misma columna que difieren significativamente. 













Sistema cerrado Sistema abierto 
Control 0.209 0.866 
Sistema cerrado n/a 0.276 
 
Sistema cerrado Sistema abierto 
Control 0.137 0.945 
Sistema cerrado n/a 0.169 
 
Sistema cerrado Sistema abierto 
Control <0.001 0.058 
Sistema cerrado n/a 0.005 
 
Sistema cerrado Sistema abierto 
Control 0.626 0.451 
Sistema cerrado n/a 0.942 
Tabla IV. P-valor tasas de activación. 
 
Tabla VII. P-valor buena morfología en estadio de blastocisto. 
Tabla V. Valor de P para embriones de 2 células. 
 




Como podemos observar, las tasas de activación para los grupos experimentales 
I, II y III fueron comparables, así como la tasa de embriones de dos células. No 
obstante, la tasa de llegado a estadio de blastocisto fue menor en el caso del grupo II 
respecto a los grupos I y III. Por tanto, los ovocitos vitrificados con el sistema cerrado 
Cryotop C, tras la activación partenogenética, muestran una reducción en la capacidad 
de desarrollo. 
 
5.2.4 Morfología de blastocistos tras la activación partenogenética. 
Tras la evaluación morfológica de los blastocistos provenientes del desarrollo de 
los ovocitos partenogenéticamente activados, no se hallaron diferencias entre los tres 
grupos experimentales (Figura 47). 
 
 
5.2.5 Tasa de recuperación y de supervivencia en blastocistos. 
Los blastocistos de buena calidad obtenidos del cultivo de los ovocitos activados 
partenogenéticamente fueron vitrificados y desvitrificados con el fin de conocer las 
Figura 47. Morfología de blastocistos según sistema de vitrificación analizado. A) Grupo Control B) 







tasas de recuperación y de supervivencia para los dos grupos experimentales de 
estudio, el proveniente de la vitrificación en sistema cerrado Cryotop C, y el 
proveniente de vitrificación en abierto, Cryotop®. 
Como se observa en la siguiente tabla, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre ambos grupos en cuanto a recuperación y 





5.2.6 Tasa de supervivencia de zigotos y posterior desarrollo 
embrionario hasta blastocisto. 
Un total de 630 zigotos procedentes de 24 ratones fueron obtenidos como se ha 
detallado en el apartado 4.2.2.10, fueron vitrificados y desvitrificados con el fin de 










supervivientes tras la 
desvitrificación 
Cryotop® 60 60 (100) 59 (98.3) 
Cryotop C 60 60 (100) 58 (96.7) 
P-valor (tasa de recuperados) = 1 (no varía significativamente) 
P-valor (tasa de supervivientes) = 0.623 (no varía significativamente) 
 





estadio de blastocisto. Estos zigotos procedieron de 24 ratones. Según el grupo 
experimental al que pertenecían fueron vitrificados con el sistema cerrado Cryotop C, 
con el sistema abierto Cryotop®, o no fueron vitrificado, como es el caso del grupo 
control. Tras la desvitrificación fueron cultivados según se detalla en el apartado 
4.2.2.15. 
Como se observa en la siguiente tabla, dentro los tres grupos experimentales no 
se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas (P<0.05) en la recuperación y 
supervivencia de los zigotos. Tampoco se detectaron diferencias en relación a la tasa 
de desarrollo a 2 células. Así como en la llegada a estadio de blastocisto y morfología 
(Tabla IX). 
 
Número de zigotos (%) 
 






















231 (100.00) 231 230 (99.6) 223 (96.5) 190 (85.2) 
Cryotop C 234 
234 
(100.00) 
234 (100.00) 234 234 (100) 220(94.1) 192 (87.3) 






Tabla IX. Valores correspondientes a recuperación, supervivencia y desarrollo hasta estadio de 




5.3 EXPERIMENTO III. Análisis por inmunofluorescencia del huso 
meiótico.  
El objetivo de la tercera fase experimental fue analizar y comparar la morfología 
del huso meiótico, así como la distribución cromosómica de los ovocitos de ratón 
usando los dos tipos de vitrificación y compararla con la observada en los controles.  
Se analizaron aproximadamente 50 MII por grupo experimental obtenidos de 8 
ratones, tras la desvitrificación, los ovocitos fueron cultivados durante 2 horas, a 37°C 
y con unas condiciones óptimas de CO2 y O2 para permitir la repolimerización y 
recuperación del huso meiótico, para a continuación proseguir con la fijación y 
posterior tinción para cromatina y citoesqueleto como se explicó en el apartado 
4.2.3.3 y 4.2.3.4 de la presente tesis doctoral.  
Tras la fijación y posterior marcaje de los ovocitos mediante el protocolo 
detallado anteriormente se obtuvieron una serie de imágenes, a partir de las cuales se 
llevó a cabo el análisis morfológico de la subestructura ovocitaria. De esta forma, los 
microtúbulos (verde), los microfilamentos (rojo) y la cromatina (azul) de los ovocitos 
de ratón en metafase II pudo ser observada con microscopio de fluorescencia. 
La Tabla X muestra los resultados de supervivencia y la distribución de husos 








Los p-valores correspondientes para cada parámetro analizar se muestran en las 







Número de ovocitos (%) 
 
Morfología del 
































































Cryotop® Cryotop C 





Cryotop® Cryotop C 




Tabla XII p-valor distribución cromosómica. 
 
Tabla XI. Morfología del huso meiótico y placa metafásica de ovocitos vitrificados. 
 




No se observaron diferencias significativas en la distribución de husos 
morfológicamente normales entre los ovocitos vitrificados en cerrado versus 
vitrificados en abierto (80,4% vs 89,8%). Sin embargo, tanto para los grupos de 
vitrificación tanto en abierto como en cerrado, la distribución de husos meióticos con 
forma anormal (elongada bipolar o multipolar) fue estadísticamente mayor al 
compararla con el grupo control (P<0,05).  
En cuanto a distribución de la placa metafásica, no se encontraron diferencias 
estadísticas significativas entro los grupos de vitrificación (NS), pero si al comparar 
ambos grupos de vitrificación con el grupo control fresco (P<0,05). 
Estos resultados sugieren que ambos sistemas de vitrificación, tanto en abierto 
como en sistema cerrado presentan un detrimento en cuanto a la morfología del huso 
meiótico en ovocitos en MII de ratón.  
Sin embargo, la proporción de formas anormales para el huso meiótico en 
ovocitos vitrificados, no está correlacionada con la distribución irregular de la placa 
metafásica. 
A continuación, se muestras las imágenes obtenidas comparándolas con el grupo 













En el grupo de ovocitos procedentes de vitrificación con Cryotop®, se muestran el 





Como se puede observar, la morfología del huso meiótico no aparece alterada 
(89.8%) con placas metafásicas presentando cromosomas alineados (91.8%). Por tanto, 
el grupo de vitrificación con Cryotop® diferiría de una forma estadísticamente 
significativa del grupo control. 
Dentro de este grupo de vitrificación en abierto con Cryotop®, se observaron 
también un porcentaje de ovocitos con el huso meiótico alterado (10.2%), y también 
con una distribución cromosómica dispersa (8.2%). En la siguiente figura podemos ver 
Figura 48. Ovocitos grupo control. Se muestra mediante detección inmunofluorescente, los 
microtúbulos (verde), los microfilamentos (rojo), y la cromatina (azul). 
 
Figura 49. Ovocitos Grupo Cryotop
®
. Se muestra mediante detección inmunofluorescente, los 
microtúbulos (verde), los microfilamentos (rojo), y la cromatina (azul). Se puede observar la 













En cuanto a los ovocitos MII pertenecientes al grupo de estudio Cryotop C, tras la 
tinción con inmunofluorescencia se puede observar una morfología de huso meiótico 
intacta (80.4%), así como una distribución alineada para los cromosomas de la placa 





Figura 51. Ovocitos Grupo Cryotop C. Se muestra mediante detección inmunofluorescente, 
los microtúbulos (verde), los microfilamentos (rojo), y la cromatina (azul). Se observa placa 
meiótica intacta con los cromosomas alineados. 
 
 
Figura 50. Ovocitos Grupo Cryotop
®
. Se muestra mediante detección inmunofluorescente, 
los microtúbulos (verde), los microfilamentos (rojo), y la cromatina (azul). Se observa placa 






Al igual que sucedía en el caso del grupo de vitrificación en sistema abierto con 
Cryotop®, se observó que un porcentaje de ovocitos tras el análisis por 
inmunofluorescencia, presentaron una morfología anómala en el huso meiótico 
(19.6%), así como una distribución dispersa para los cromosomas (11.8%). En las 









5.4 EXPERIMENTO IV. Seguimiento descendencia tras transferencia 
embrionaria. 
Un total de 90 blastocistos de buena morfología fueron seleccionados 
aleatorizadamente de un pool de blastocistos frescos de la cepa B6CBAF1 para cada 
uno de los grupos experimentales de vitrificación (Grupo I y Grupo II), y 30 blastocistos 
para el grupo control. A continuación fueron vitrificados utilizando los sistemas de 
vitrificación en abierto y en cerrado. No se encontraron diferencias entre los dos 
Figura 52. Alteraciones en ovocitos Grupo Cryotop C. En estas dos imágenes se muestra 
mediante detección inmunofluorescente, los microtúbulos (verde), los microfilamentos (rojo), y 





sistemas de vitrificación en términos de tasa de supervivencia (97.8%; 88/90 vs 96.7%; 
87/90 respectivamente), como ya habíamos comprobado en el apartado 5.2.5. 
 
5.4.1 Desarrollo a término tras transferencia en estadio de 
blastocisto. 
Para evaluar el potencial de los blastocistos vitrificados, aquellos que resultaron 
supervivientes fueron transferidos a madres pseudo-embarazadas y se llevó a cabo el 
seguimiento in vivo de las mismas. 
Se realizaron un total de 9 transferencias de embriones, 3 réplicas por grupo 
(control, abierto y cerrado). Las hembras fueron transferidas con un total de entre 8 y 
12 blastocistos por transferencia cada una. Se consideró como embarazo positivo 








Embarazos positivos Descendencia 
Eficiencia por 
transfer  
Cryotop® 1/3 4 (2♂+2♀) 4/8 (50%) 
Cryotop C 1/3 5 (2♂+3♀) 5/10 (50%) 
Control 2/3 4* (1♂+3♀) 4/8 (50%) 
Tabla XIII. Descendencia obtenida tras transferencia a madre adoptiva. 





Como se muestra en la siguiente figura, la descendencia obtenida no mostró 








Todas las crías obtenidas tras los procedimientos de transfer (F1), alcanzaron la 
edad de destete sin aparentes alteraciones en su desarrollo y comportamiento. 
 
5.4.2 Seguimiento de los ratones hasta la segunda generación (F2). 
La salud de los ratones pertenecientes a la primera generación (F1) fue evaluada 
y se realizó un seguimiento durante su crecimiento hasta alcanzar la edad de madurez 
sexual. Una vez alcanzada la edad adulta, un grupo de hembras y de machos fueron 
seleccionados para ser cruzados con individuos de la cepa salvaje (wild type), la cual 
posee el mismo base genética con la finalidad de evaluar su estado de salud y 
competencia fértil, a la vez que evaluar posibles anormalidades como resultado del 





origen de los progenitores, la blastocistos vitrificados (F1). El número medio de crías 







A continuación, se muestran las crías procedentes del cruzamiento de individuos 
de la generación F1, con ejemplares de la cepa wild-type (WT). También aparece una 









Media de individuos nacidos 
Control 9.8±2.1 
Cryotop® 8.8±2.2 
Cryotop C 8.2±1.5 
Tabla XIV. Individuos nacidos para cada grupo experimental 
Figura 54. Descendencia obtenida el tras el cruzamiento de individuos de generación F1 con 







Esta media de individuos nacidos se encuentra dentro del rango esperado para 
esta cepa de ratón. De igual manera que en el caso de la generación F1, la viabilidad de 
las crías de esta generación F2 fue monitorizada para los 3 grupos experimentales, en 














































En la actualidad, la vitrificación es la técnica de criopreservación tanto de 
ovocitos como de embriones en diferentes estados de su desarrollo con la que se ha 
logrado obtener resultados clínicos similares a los alcanzados en ciclos de Técnicas de 
Reproducción Asistida (TRA) en fresco (57,82,85,123,124). Además, de reportarse tasas 
elevadas de supervivencia post desvitrificación. 
Su incorporación a la rutina diaria del laboratorio de FIV es cada vez mayor, 
dando lugar al desarrollo de diversos soportes, soluciones de vitrificación/ 
desvitrificación y protocolos disponibles en el mercado. A pesar de ello, el factor 
común e indispensable en todos corresponderá al uso del NL, al ser éste capaz de 
ofrecer temperaturas lo suficientemente bajas como para conseguir el fenómeno de la 
vitrificación, junto a altas concentraciones de crioprotector, un bajo volumen de carga 
y altas tasas de calentamiento (19). 
Así pues, los soportes utilizados para el proceso de la vitrificación se agrupan en 
dos grandes grupos dependiendo de su contacto directo o no con el NL. Por una parte, 
los que se utilizan en los sistemas abiertos de vitrificación y por otra, los soportes de 
los sistemas cerrados, respectivamente. 
Por consiguiente, al evitar el contacto de la muestra con el NL, se logra poner fin 
a la actual controversia por el uso de sistemas abiertos de vitrificación, en los que el 
contacto muestra-NL podría causar la contaminación por partículas infecciosas como 
virus, bacterias o contaminantes orgánicos provenientes de otras muestras dentro de 





Por tanto, este trabajo de tesis doctoral se centra en la validación de un 
dispositivo de vitrificación cerrada (Cryotop C) tomando como punto de partida el 
diseño del soporte de vitrificación abierta (Cryotop®), con un dispositivo intermedio 
que es el Cryotop SC®. 
Como se ha descrito previamente, la característica que mejor define un sistema 
abierto de vitrificación es el inevitable contacto directo entre el NL y la muestra tras 
haber pasado por los lavados en las soluciones crioprotectoras. A pesar de no haberse 
reportado hasta el momento ningún caso de contaminación, la precaución de algunos 
profesionales o los requerimientos legislativos justifican el desarrollo de un sistema 
cerrado de vitrificación con la capacidad de ofrecer garantías en cuanto a resultados, 
además de una implementación fácil y sencilla como los sistemas utilizados 
habitualmente pero que sobretodo brinden un máximo nivel de bioseguridad como el 
alcanzado con el sistema cerrado. 
Como hemos descrito, el diseño del Cryotop® ofrece altas tasas de enfriamiento, 
altas tasas de calentamiento, requiere un mínimo volumen de carga, y emplea 
soluciones lo suficientemente concentradas que permiten la vitrificación con altas 
tasas de éxito. 
En la presente tesis doctoral, se han llevado a cabo modificaciones en el soporte 
Cryotop SC® (diámetro pajuela, forma unión mango, etc…), orientadas a incrementar la 
tasa de enfriamiento pero evitando el contacto con el NL. Con lo cual hemos obtenido 
una tasa de enfriamiento 4 veces menor (5254 ⁰C/min) a la obtenida con su antecesor, 




cerrados que alcanzan 1200⁰C/min en el caso del Rapid-i (125), 1300 ⁰C/min en el caso 
del VitriSafe (44) o incluso 1800 ⁰C/min con el HSV Straw (65). 
Con respecto a las tasas de calentamiento, su medición ofreció un registro 
43522°C/min, semejante a la obtenida en el sistema abierto Cryotop®. Por tanto, una 
tasa de calentamiento tan elevada, podría ser el motivo de la alta supervivencia 
obtenida con los sistemas analizados (Cryotop® y Cryotop C), confirmando así los 
resultados publicados por Seki y Mazur sobre el mayor efecto y por tanto relevancia de 
la tasa de calentamiento con respecto a la de enfriamiento (22). Gracias a ello, los 
resultados obtenidos en la presenta tesis doctoral, no muestran diferencias en 
términos de tasa de supervivencia en ovocitos, zigotos y blastocistos.  
Como comentábamos previamente, existe una estrecha relación entre el 
volumen de carga y el grado de cristalización de una microgota que aumentará de 
forma proporcional a su tamaño (43) y del tiempo de exposición (126). En el Cryotop C, 
se ha continuado utilizando un volumen de carga igual que en el sistema abierto de 
vitrificación Cryotop® (<0.1 L), por tanto, no ha sido necesario aumentar la 
concentración de las soluciones de vitrificación.  
Paralelamente a la modificación del soporte de vitrificación Cryotop SC®, fue 
necesaria la elaboración de un nuevo protocolo para el procedimiento de vitrificación y 
desvitrificación. La no contacto entre la muestra y el NL, establece un cambio en la 





La adaptación del procedimiento de vitrificación a un protocolo sin contacto con 
el NL consiste principalmente en la introducción del dispositivo de vitrificación dentro 
de la pajuela previamente enfriada para a continuación proceder al sellado hermético 
de la misma. Este paso es totalmente diferente al realizado con el sistema abierto 
Cryotop®, pero común a otro dispositivo de vitrificación cerrada existente en el 
mercado, el Rapid-i® en el cual la pajuela también se halla sumergida en el NL. No 
obstante, el mayor grosor y el mayor diámetro que presenta la pared de la pajuela, 
podrían ser las causas por las que la tasa de enfriamiento es del orden de 4.4 veces 
inferior (1200 ⁰C/min) a la obtenida con el Cryotop C. Éste hecho afectaría a los 
ovocitos debido a sus características intrínsecas, pudiendo ser el motivo por el cual el 
Rapid-i no resulta adecuado para ellos y sí para embriones y blastocistos, para los que 
se han reportado supervivencias del 100% en embriones de día 3 de desarrollo (58). 
En otros sistemas de vitrificación, el contacto con el NL se realiza una vez el 
dispositivo ya se encuentra dentro de la pajuela protectora, de forma que la tasa de 
enfriamiento será también menor con respecto al Cryotop C, siendo el caso de 
soportes como el HSV (1800 C⁰/min)  o el vitrisafe (1300 ⁰C/min) (44). 
En cuanto al protocolo de desvitrificación, el procedimiento no será diferente al 
llevado a cabo con el sistema abierto de vitrificación Cryotop®, ya que la muestra 
pasará directamente de la temperatura de -196⁰C del interior de la pajuela a 
aproximadamente 37⁰C, para continuar con los tiempos de exposición y las soluciones 
de desvitrificación idénticas al procedimiento abierto. La única diferencia será la de 




sin pasar por el NL en ningún momento.  De esta forma, la tasa de calentamiento será 
similar a la del sistema abierto. 
 
Evaluación de la supervivencia de ovocitos de ratón vitrificados mediante el 
sistema cerrado de vitrificación Cryotop C y comparación con los resultados con el 
sistema abierto Cryotop®.  
El primer paso para evaluar la eficacia de un método de vitrificación obviamente 
es la tasa de supervivencia y de recuperación tras el procedimiento de desvitrificación. 
En el EXPERIMENTO I de esta tesis doctoral, la vitrificación con el sistema semicerrado 
Cryotop SC® fue probada ofreciendo unos resultados de supervivencia y recuperación 
significativamente más bajos respecto a los obtenidos en el Grupo I (Cryotop®). 
Posiblemente, la causa de esta menor supervivencia está provocada por los cambios 
de temperatura en la fase vapor, zona en la cual se produce la inserción del soporte en 
la pajuela protectora. La aparición de cristales de hielo sería la causa de lisis celular, 
manifestándose en degeneración celular, zonas pelúcidas fracturadas e incluso total 
desaparición de los ovocitos. Este último hecho explicaría la diferencia significativa en 
cuanto a tasa de recuperación, siendo menor en el caso del Cryotop SC®. Es importante 
remarcar que en sentido estricto, el Cryotop SC® es un soporte abierto debido al 
contacto directo con el NL durante la vitrificación. El único momento en el cual el 




La baja eficacia del Cryotop SC® en cuanto a supervivencia, la baja tasa de 
recuperación, y las explosiones que se producían fue definitivo para que fuera 
descartado como soporte de vitrificación. 
En el EXPERIMENTO II de la presente tesis doctoral, los resultados mostraron que 
no existen diferencias estadísticamente significativas en cuanto a supervivencia y 
recuperación entre el sistema de vitrificación abierta Cryotop®, y el sistema de 
vitrificación cerrada Cryotop C. Por tanto, podemos inferir que el descenso en la tasa 
de enfriamiento realizando la vitrificación con el soporte cerrado Cryotop C, no afecta 
a la supervivencia ovocitaria, siendo la probabilidad de vitrificación de los ovocitos 
comparable a la de una muestra vitrificada con el sistema abierto Cryotop®. Este 
resultado estaría de acuerdo con los estudios ya comentados, los cuales dan mayor 
protagonismo a la tasa de calentamiento que a la de enfriamiento sin variar el resto de 
factores de la ecuación de probabilidad de vitrificación (19).  
La no diferencia entre los grupos experimentales, pondría en valor cómo con un 
soporte de mínimo volumen, una concentración de crioprotectores baja, una tasa 
elevada de calentamiento, y una tasa de enfriamiento aproximadamente 4 veces 
inferior al sistema abierto, es capaz de ofrecer los mismos resultados de supervivencia 
ovocitaria y recuperación que las del sistema abierto Cryotop. 
Por otro lado, se observó un patrón de distribución de lípidos diferente tras la 
desvitrificación al compararlos con el grupo fresco control, siendo más acentuado en el 
caso de la vitrificación mediante Cryotop C (fig. 53). En otras especies como el caballo 




droplets lipídicos, produciéndose además la dispersión de las vacuolas de la región 
central a la parte periférica del citoplasma (127). Este fenómeno podría estar 
provocado por el efecto chilling, afectando tanto a membranas lipídicas como a otras 
estructuras a nivel citoplasmático (128-130).  
Respecto a la vitrificación de blastocistos con el sistema cerrado Cryotop C, se 
obtuvo de nuevo unas tasas de supervivencia no estadísticamente diferentes a la 
obtenidas con el sistema de vitrificación abierta Cryotop®, llegando a las mismas 
conclusiones que las comentadas para el caso de ovocitos. 
 
Evaluación del potencial de desarrollo hasta el estadio de blastocisto de 
ovocitos vitrificados con sistema cerrado Cryotop C posteriormente activados 
partenogenéticamente de forma artificial.  
Una vez los ovocitos de ambos grupos experimentales fueron desvitrificados, se 
llevó a cabo junto al grupo control su activación partenogenética. De esta forma, tras 
la inhibición de la extrusión del segundo corpúsculo polar, se obtuvieron 
partenogenotas diploides capaces de desarrollarse in vitro de la misma forma que lo 
harían ovocitos inseminados de forma natural. Con ello, cualquier efecto deletéreo de 
la vitrificación sobre los ovocitos podría ser detectado a través del desarrollo in vitro, 





Los resultados obtenidos no mostraron diferencias estadísticamente 
significativas en cuanto a la tasa de activación partenogenética y posterior desarrollo 
hasta embrión de dos células en los tres grupos experimentales. Pudiendo descartar 
cualquier alteración de la maquinaria celular que interviene en el proceso de la 
activación del ovocito y primera división embrionaria como consecuencia del proceso 
de vitrificación utilizando el sistema cerrado Cryotop C. 
 
Evaluación de la llegada a blastocisto de embriones provenientes de ovocitos 
vitrificados con sistema Cryotop C. 
Una vez activados partenogenéticamente, lo ovocitos fueron cultivados con el 
objetivo de evaluar su desarrollo y calidad hasta el estadio de blastocisto. 
Como hemos comentado, el desarrollo a embrión de dos células no fue 
estadísticamente diferente entre los tres grupos experimentales. Por el contrario, en la 
tasa de desarrollo hasta blastocisto sí que se apreció una reducción significativa en el 
grupo de vitrificación con soporte Cryotop C comparándolo con el grupo de 
vitrificación con Cryotop® y el grupo control. Además, los resultados obtenidos entre el 
grupo de vitrificación Cryotop® y grupo control sí fueron comparables, descartando un 
posible efecto deletéreo de la vitrificación como técnica. 
Esta diferencia respecto al grupo de vitrificación abierta Cryotop® corresponderá 




de obtener blastocistos de buena calidad, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los tres grupos experimentales.  
Podemos inferir así, que el procedimiento de vitrificación con Cryotop C afectará 
ligeramente la capacidad de desarrollo hasta el estadio de blastocisto, pero no afectará 
a la calidad de los embriones que si son capaces de alcanzarlo. Esta reducción podría 
estar causada por una mayor afectación a nivel cromosómico, que se comentará a 
continuación. 
Sin embargo, es importante comentar, que no existen diferencias en la llegada a 
blastocisto al comparar los embriones procedentes de la vitrificación en Cryotop® y del 
grupo control, hecho que podría deberse a la no alteración de los ovocitos como 
consecuencia de una bajada en la tasa de enfriamiento. 
 
Evaluación del impacto sobre la integridad cromosómica de ovocitos 
vitrificados con sistema de vitrificación cerrada Cryotop C.   
Una vez evaluados los resultados a nivel de supervivencia, activación 
partenogenética y desarrollo, es imprescindible analizar qué grado de afectación 
puede existir a nivel cromosómico mediante la observación del huso meiótico y de la 
placa metafásica tras la fijación y tinción de las estructuras relacionadas con éstos 
(131,132). 
En nuestros resultados, se observó una morfología del huso meiótico normal 




Cryotop C, no existiendo diferencias estadísticamente significativas con el grupo de 
ovocitos vitrificados con el sistema Cryotop®, en el que se obtuvo un 89.9% de ovocitos 
con una morfología normal para el huso meiótico. No obstante, el porcentaje de 
formas anormales para el huso meiótico (bipolar elongado y multipolar) fue 
significativamente más elevado en ambos grupos de vitrificación respecto al grupo 
control fresco. 
A pesar del detrimento en la morfología del huso meiótico de ovocitos de ratón 
consecuencia de la vitrificación, no se ha hallado está correlación con una irregular 
distribución los cromosomas en la placa metafásica, no existiendo diferencias 
significativas en los tres grupos experimentales en cuanto a alineación cromosómica. 
Por el contrario, en varios estudios se ha descrito la despolimerización de los 
microtúbulos durante el procedimiento de vitrificación (133-137), y la posterior 
reaparición tras la vitrificación. Chang et al., en el 2010, describieron como el huso 
meiótico no desaparecía totalmente durante ningún paso de la vitrificación (138).  
Por tanto, a la fecha existe controversia en cuanto al efecto sobre el huso 
meiótico de los ovocitos criopreservados. Se ha descrito un incremento en la 
incidencia de una mala alineación cromosómica y formación de aneuploidías tras la 
vitrificación/desvitrificación de ovocitos de ratón y de humano (139-141). No obstante, 
en otros estudios realizados con ovocitos humanos, se describe un incremento no 
significativo de anormalidades (133,137,142). Lo que está probado es la capacidad 
protectora contra la despolimerización de microtúbulos inducida por temperatura de 




Es importante señalar que existen mecanismos de ensamblaje y corrección del 
huso meiótico que actúan durante la maduración de ovocitos, y actúan 
coordinadamente durante el avance en el ciclo meiótico del ovocito. Este proceso está 
regulado por los centros organizadores de microtúbulos (MTOCs), compuestos por la -
tubulina, Pericentrina y las proteínas NEDD1 (143).  
El hecho que los ovocitos vitrificados se encuentren en MII, deja en duda si la 
misma maquinaría de construcción del huso meiótico, los MTOCS´s, será también la 
encargada de regenerar el huso meiótico tras la despolimerización que sufre durante 
el proceso de vitrificación. En un estudio llevado a cabo por Aileen N., et al. el 2013, 
describen el papel de los MOTC´s como agentes de regeneración del huso meiótico 
tras la vitrificación, puesto que una vez son desvitrificados los ovocitos, los MOTC´s 
que habían desaparecido en la vitrificación, volverán a aparecer, coincidiendo con la 
repolimerización del huso meiótico, considerándose esenciales para la recuperación. 
También han sido descritos como posibles causas de anormalidades 
cromosómicas el efecto de la estimulación hormonal, la asincronía a nivel de 
maduración nuclear y citoplasmática y la manipulación en el laboratorio (144). 
Por otro lado, la naturaleza acrocéntrica de los cromosomas de ratón incrementa 
la posibilidad de que se produzcan translocaciones robertsonianas pudiendo 
incrementar las anormalidades en el huso meiótico y segregación cromosómica, que 
afectarían a la fertilidad y desarrollo embrionario (145).  
En ovocitos humanos, el índice de anormalidades tras la desvitrificación no es 




cabo por Cobo et al. 2008, mostró cómo el huso meiótico del ovocito tras la 
desvitrificación retorna a su configuración inicial, en este trabajo se utilizaron 
crioprotectores y soportes abiertos (146). Esta capacidad de volver a su estado previo 
a la vitrificación sin producirse alteraciones, se evidencia en los resultados obtenidos 
tras su aplicación en la clínica diaria. Por ejemplo, estudios como el realizado por Cobo 
et al. en 2014 muestran la no existencia de efecto adverso en cuanto a los resultados 
clínicos, perinatales y obstétricos obtenidos tras someter los ovocitos al proceso de 
vitrificación (89). En otro estudio llevado a cabo por Forman et al. en 2012, los 
resultados mostraron también que no existía un incremento de riesgo de aneuploidías 
en aquellos ciclos provenientes de ovocitos al compararlos con ciclos llevados a cabo 
con ovocitos frescos (142).  
Por tanto, el uso del ratón como modelo animal para evaluar el comportamiento 
del huso meiótico de los ovocitos durante la vitrificación, debe considerarse con 
precaución debido a las diferencias estructurales y morfológicas que lo podrían hacerlo  
más sensible al procedimiento respecto a los ovocitos humanos. 
 
 
Determinación del potencial de desarrollo hasta el estadio de blastocistos de 
zigotos de ratón vitrificados con el sistema cerrado Cryotop C. 
Como hemos visto en el apartado anterior, la tasa de llegada a blastocistos desde 




partenogenéticamente, mostró ser significativamente diferente respecto al grupo de 
vitrificación abierta y control. No obstante, en el caso de la vitrificación en estadio de 
zigoto, no se encontraron diferencias estadísticas significativas tras cultivar esos 
zigotos hasta blastocistos en relación al desarrollo, y a la calidad embrionaria.  
Las diferencias en la tasa de blastocisto dependiendo del momento de desarrollo 
en el que realizamos la vitrificación, es decir, en ovocitos o en zigotos, nos puede 
suministrar información sobre las estructuras que podrían estar alterándose como 
consecuencia del procedimiento. Estructuralmente, el ovocito posee una serie de 
características diferenciales respecto a zigotos entre las que destaca la existencia del 
huso meiótico. El huso, debido a su estructura dinámica de 
polimerización/despolimerización, es una posible diana a la acción del enfriamiento, 
además de otros mecanismos y acciones que hemos comentado anteriormente.  
Enlazando con la información que hemos obtenido en el EXPERIMENTO III en el 
que no se detectaron diferencias significativas en cuanto a la estructura del huso 
meiótico, sí se apreció una mayor proporción de formas anormales en el grupo 
experimental II, correspondiente a la vitrificación con sistema cerrado. Esta mayor 
proporción podría provocar durante el desarrollo alteraciones que afectarían al 
desarrollo embrionario y por tanto llegada hasta el estadio de blastocisto. 
Evaluación de la capacidad de implantación de blastocistos vitrificados 
mediante el sistema cerrado de vitrificación Cryotop C.  
La capacidad de implantación, gestación y posterior obtención de descendencia 




con ambos sistemas de vitrificación, abierta y cerrada de blastocistos de buena 
morfología procedentes de un mismo pool (blastocistos frescos). De nuevo no se 
observó diferencia en cuanto a supervivencia, y tras la desvitrificación se procedió a la 
transferencia de estos blastocistos y los del grupo control a ratones hembra 
receptoras.  
En los tres grupos experimentales no se observó diferencia a nivel tasa de 
gestación y descendencia. Por tanto, la vitrificación con el sistema cerrado Cryotop C 
no afectará al potencial de los blastocistos para embarazar y dar lugar a individuos con 
un desarrollo y comportamiento normal hasta la edad de destete (generación F1). 
 
Seguimiento del estado de salud, comportamiento y capacidad reproductora de 
los ratones generados a partir de blastocistos vitrificados con sistema cerrado 
Cryotop C hasta dos generaciones.   
Esta generación F1 fue seguida en su desarrollo hasta alcanzar la madurez sexual, 
realizándose entonces cruzamientos con individuos de la cepa salvaje (WT) para 
determinar la capacidad reproductiva de la generación F1. No se obtuvieron 
diferencias significativas en el número de recién nacidos vivos en los 3 grupos 
experimentales, estableciéndose entonces la no afectación de la capacidad 
reproductiva de los individuos originados tras la transferencia de blastocistos que han 
sido sometidos a vitrificación en el sistema cerrado. Además, el desarrollo físico y de 




Por tanto, podemos establecer que la vitrificación en sistema cerrado Cryotop C 
de embriones en estadio de blastocisto, no disminuye la capacidad implantatoria y de 
gestación, además, tras el parto, la crías nacidas son capaces de crecer hasta la edad 
adulta (F1), no mostrando posteriormente ninguna disminución en su potencial 
reproductivo (F2), con una descendencia similar tanto al grupo control, como al grupo 
de vitrificación con sistema abierto Cryotop®. 
 
En conclusión, a través de los experimentos II-III-IV, hemos demostrado que el 
método de vitrificación cerrada con Cryotop C, puede ofrecer resultados similares al 
sistema abierto Cryotop® en supervivencia ovocitaria, de zigotos y blastocistos. Además 
de niveles de alteración en el huso meiótico y de alineamiento comparable a los 
obtenidos con el método de vitrificación abierta Cryotop®, en el modelo animal de 
ratón. 
En comparación con otros soportes de vitrificación abierta, el sistema cerrado no 
puede competir en términos de tasa de enfriamiento con una muestra expuesta 
abiertamente al NL, y rodeada solamente de una fina capa de crioprotector (147). Sin 
embargo, ya que la tasa de calentamiento es tan importante como la tasa de 
enfriamiento, la eficiencia global de la vitrificación en sistema cerrado será altamente 
dependiente de la desvitrificación abierta, es decir, en contacto con la solución de 
desvitrificación a 37⁰C (148). 
En la presente tesis doctoral, los crioprotectores utilizados así como su 




con el sistema abierto. Esto demostró que la vitrificación ofrece resultados 
satisfactorios sin necesidad de modificar ni la concentración ni el tiempo de exposición 
para contrarrestar la reducción de la tasa de enfriamiento (44,149). 
Una vez probado y validado en humanos, el Cryotop C podría desempeñar un 
importante papel en países donde la legislación restringe por completo el uso de 
soportes abiertos de vitrificación, el diseño herméticamente cerrado y la forma de 
realizar el procedimiento elimina por completo la posibilidad de una hipotética 
contaminación. Además, la mayor bioseguridad del Cryotop C respecto a otros 
soportes abiertos, lo hace candidato tanto para el momento de vitrificación/ 
desvitrificación, como para el almacenamiento de muestras potencialmente 
infecciosas. 
Adicionalmente, podemos obtener unas condiciones de esterilidad durante la 
vitrificación mediante la utilización de NL filtrado o expuesto a radiación ultravioleta, 
y/o a través del almacenamiento de los soportes en pajuelas selladas (147). Además, el 
almacenamiento de soportes abiertos en bancos de secos no elimina la controversia 
sobre contaminación cruzada, ya que puede existir un riesgo real para las muestras 
(106), razón por la cual, la alternativa presentada en esta tesis doctoral ofrece un 
método de vitrificación fácil de usar y con un soporte que garantiza las condiciones de 
asepsia. 
Así pues, los resultados obtenidos representan una validación pre-clínica y 
sugieren que el sistema de vitrificación cerrada Cryotop C, puede representar una 




evidencias y de los buenos resultados obtenidos con este modelo animal, futuros 
estudios deben ser llevados a cabo con ovocitos y embriones humanos para tener la 
certeza de que este sistema puede ser implementado satisfactoriamente como 
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 La vitrificación de ovocitos con el sistema semicerrado Cryotop SC® no 
representa una opción fiable en cuanto a supervivencia, recuperación y 
bioseguridad.  
 
 La vitrificación de ovocitos, zigotos y blastocistos con Cryotop C, ofrece 
una alternativa viable y segura a la vitrificación Cryotop®. 
 
 No existe alteración a nivel de huso meiótico, alineamiento y 
distribución cromosómica de los ovocitos vitrificados con Cryotop C, en 
comparación con Cryotop®. 
 
 La descendencia obtenida a partir de transferencia de blastocistos 
vitrificados con Cryotop C es viable a nivel físico y de comportamiento, 














































Origen de los 
ovocitos 
Nº de ciclos 
(Nº ovocitos) 
Nº de ciclos de 
desvitrificación 
(Nº de ovocitos) 
 
Tasa de supervivencia 
(%) 
Kuleshova L  et al. 
1999(70) 
Caso clínico OPS Cerrado Propio-donado 4 (17) 4 (17)  64.7 





Propio 7 (90) 7 (90)  63.3 





Propio 34 (474) 34 (474)  68.6 





Propio 6 (46) 6 (46)  94 





Propio 1 (5) 1 (5)  100 
  
Congelación Propio 1 (4) 1 (4)  25 





Propio (64) (64)  90.6 
  
congelación Propio (9) (9)  22.2 
Yoon T et al.  
2007(154) 
Descriptivo 
EM grid  
Abierto 
Propio 28 (426) 30 (364)  85.1 
Selman H et al.  
2006(155) 
Descriptivo OPS  Abierto Propio 6 (53) 6 (24)  75 





Propio 120 (463) 120 (330)  99.4 
  













Donados 33 (337) 18 (131)  89.3 





Donados 30 (231) 30 (231)  96.9 
  








Autor Diseño del estudio Soporte 
Origen de los 
ovocitos 
Nº de ciclos 
(Nºovocitos) 
Nº de ciclos de 
desvitrificación 




Chang C et al.  
2008(159) 
Cohortes: IVO Cryotop 
Abierto 
Donados 10 (240) 18 (137)  85.4 
 Cohortes: MIV-MI Cryotop 
Abierto 
Donados    82.3 
 Cohortes: MIV-VG Cryotop 
Abierto 
Donados    79.3 




Donados 16 (111) 19 (78)  96.1 
Chian et al. 
2009(161) 
Cohortes: OS Cryoleaf 
Abierto 
Propios 38 (463) 38 (463)  81.4 
 Cohortes: MIV Cryoleaf 
Abierto 
Propios 20 (215) 20 (215)  67.5 
        




Donados 20 (153) 20 (153)  89 
  Fresco Donados 9 (182)    




Propios- Donados (292) (292)  91.8 
  Congelación Propios- Donados (123) (123)  61 
Schoolcraft WB 
et al.  2009(163) 
Descriptivo Cryotop 
Abierto 
Propios 12 (160) 12 (160)  76.9 




Propios 59 (285) 59 (285)  78.9 
  Congelación Propios 286 (1348) 286 (1348)  57.9 




Propios- Donados (163) (163)  95.1 







Autor Diseño del estudio Soporte 
Origen de los 
ovocitos 
Nº de ciclos 
(Nºovocitos) 
Nº de ciclos de 
desvitrificación 










Propios 40 (124) 40 (124)  96.8 
        
Kim TJ et al. 
2010(166) 
Descriptivo 
EM grid   
Abierto 
Propios 19 (483) 20 (395)  81 
        






Propios 46 (252) 46 (252)  84.9 
  
      
  Fresco Propios 79 (413)    






Propios 182 (1132) 115 (487)  89.7 
  




        





Propios 48 (349) 48 (349)  80.5 
  
Congelación Propios 30 (238) 30 (238)  66.8 
  
      








(167)  88 
  







Autor Diseño del estudio Soporte 
Origen de los 
ovocitos 
Nº de ciclos 
(Nºovocitos) 
Nº de ciclos de 
desvitrificación 











Donados 36 (210) 36 (210)  91.4 
  
Fresco Donados 36 (247) 41 (247)  100 





Donados 20 (283) 34 (283)  89.4 
  
Fresco Donados 58 (696) 85 (696)  
 
        









Propios 51(261) 51(261)  57.9 
Parmegiani L et 







Propios 31(168) 31(168)  89.9 
        





Propios 384 (1192) 384 (1192)  84.9 
  Fresco Propios 587 (1170)    
Stoop D  et al. 
2012(90) 
Descriptivo 
CBS Straw  
Abierto 




Autor Diseño del estudio Soporte 






Nº de ciclos de desvitrificación 









Propios 44 (294) 44 (294)  81.6 
  Fresco Propios 44 (294)    
García-Velasco JA 










Propios 355 (2939) 4  
 






Propios 22 (186) 22 (186)  79.6 
  










Donados 75 (608) 75 (608)  90.9 
  Vitisafe+ HSS Donados 75 (598) 75 (598)  82.9 






Donados 99 99  85.6 
  Fresco Donados 99 99   






 14 (83) 14 (83)  72 (86.7) 
  Fresco  14 (81) 14 (81)   






Propios 375 11 (65)  60 (92.3) 















Vitrisafe Donados 92(984) 92(984)  92.7% 






Donados 257 231  89.9% 






Autor Estadio de desarrollo Tasa de supervivencia Tasa de embarazo Observaciones 
Liu et al. 2013 (175) Embrión D+3 97.6% 36.3%  
Panagiotidis et al. 
2013 (176) 
Blastocisto 84.1% 45.9% Abierto 
  82.1% 42.4% Cerrado 
 Chen et al. 2013(177) Blastocisto 98% 47.6% Abierto 
  95.8% 42.2% Cerrado 
Hashimoto et al. 2013(178) Blastocisto 96.9% 46.8% Abierto 
  97% 45.4% Cerrado 
Kang et al. 2013(179) Blastocisto 96.6% 41.8% Transferencia única 
  97.8% 48.1% Transferencia doble 
Van Landuyt et al. 
2013(180) 
Embrión D+3 94% - 20.7% Tasa de 
implantación. 
Muthukumar et al. 
2013(181) 
Blastocisto 85.5% 52.6% Día 5 
  79.6 32.6% Día 6 
Roy et al. 2014(182) Blastocisto 94.4% 58.8%  
Murakami et al. 2014(183) Blastocisto 98.7% 51.5%  
  98.9% 56.0%  
Levron et al. 2014(184) Embrión D+2, D+3 81.6% 20.0%  
Reed et al. 2015(185) Blastocisto 96.3% 46.2% No biopsiados 
  97.6% 58.2% Biopsiados 
Total  96.3% 45.9%  
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